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1. Anatomía y desarrollo de la glándula mamaria 
 
La glándula mamaria es un órgano característico de los mamíferos que 
tiene como función principal producir leche para alimentar a las crías después del 
nacimiento. La aparición de la glándula mamaria en la escala evolutiva filogenética 
se produjo hace aproximadamente 200 millones de años de manera divergente en 
los mamíferos (Hennighausen and Robinson 1998). De hecho, la secreción de 
leche es una de las actividades fisiológicas más antiguas en los mismos. Diversos 
estudios han evidenciado que tanto la aparición de las glándulas mamarias como 
la producción de leche se deben a una evolución del sistema inmune innato  
(Daniel and Smith 1999; Goldman, Chheda, Garofalo 1998; Vorbach, Capecchi, 
Penninger 2006). El número y localización de las glándulas mamarias varía entre 
diferentes clases de animales. En el ratón existen 5 pares de glándulas, de las 
cuales un par está localizada en la región cervical, dos pares están situadas en la 
zona torácica y los otros dos pares se ubican en la región abdominal/inguinal 
(Figura 1).  
El desarrollo mamario del ratón comienza poco después de la mitad de la 
gestación, con la formación de dos ejes bilaterales ectodérmicos o líneas lactíferas 
en la parte ventral del feto. Cada una de estas líneas se divide en 5 placodas que 
se sitúan donde estará el futuro pezón. Cada placoda crece y se invagina 
penetrando en el mesénquima formando una yema que será la mama primaria 
rudimentaria. El brote mamario crece hasta alcanzar el estroma, donde comienza 
a bifurcarse.  
El ratón recién nacido tiene un sistema rudimentario de pequeños ductos 
que va creciendo lentamente hasta el comienzo de la pubertad, aproximadamente 
a las tres semanas de edad. En este momento bajo la influencia de las hormonas 
ováricas (estrógeno y progesterona) los ductos empiezan a crecer y ramificarse 
más rápidamente. En esta fase aparecen unas estructuras especiales, las yemas 
terminales (TEBs) al final de los ductos, que son las que irán penetrando en el 
estroma. La bifurcación de las yemas terminales va formando nuevos ductos 
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primarios y secundarios. Sin embargo, la ramificación lateral o terciaria se genera 
en los ductos maduros (Sternlicht et al. 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Esquema anatómico de la localización de las glándulas mamarias en el ratón 
(diagrama ventral). En la hembra de ratón existen 5 pares de glándulas mamarias. Las 
cervicales son las más pequeñas. Las glándulas abdominales e inguinales son las más 
desarrolladas y las que usualmente se emplean para estudios morfológicos. También se les 
denomina mediante números, siendo el #1 la mama cervical izquierda, continuando hacia la 
parte posterior del animal hasta llegar al #5 (glándula inguinal izquierda). Después se continúa 
numerando la parte derecha de igual modo, siendo la mama #6 la cervical derecha y la #10 la 
inguinal derecha. (Conti et al. 2004). 
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Hacia el final de la pubertad, a las 8-10 semanas aproximadamente, el 
estroma está completamente invadido por los ductos y la mayoría de las yemas ha 
desaparecido (Richert et al. 2000). Durante el embarazo ocurre una ramificación 
ductal extensa y un crecimiento de los alveolos terminales, que culmina con el 
parto. La diferenciación final del epitelio alveolar se completa al final de la 
gestación con el comienzo de la lactancia. Tras el destete, el epitelio alveolar sufre 
apoptosis y la glándula mamaria es remodelada hasta alcanzar, en unas pocas 
semanas, la apariencia de una mama de una hembra virgen, en un proceso 
denominado involución (Hennighausen and Robinson 2005). (Figura 2). 
 
 
 
 
 
En la hembra adulta la glándula mamaria cambia cíclicamente con cada 
ciclo estral, de un modo similar pero no tan drástico a lo mostrado en la Figura 2 
entre una mama vírgen y una de una hembra gestante. El ciclo estral en ratón dura 
cuatro días y está formado por 4 fases: proestro, estro, metaestro y diestro, 
reguladas por las hormonas ováricas. Al final de cada ciclo estral, se induce la 
Figura 2. Diagrama de los diferentes estadios durante el desarrollo de la glándula 
mamaria en el ratón. a) Inicio de la pubertad: los ductos se elongan y se forman las yemas 
terminales (TEBs). b) Fin de la pubertad: los ductos se han elongado y ramificado ocupando 
todo el estroma. c) Embarazo: se forman los alveolos al final de los ductos. d) Lactancia: el 
epitelio de los alveolos se diferencia y madura para producir leche (Hennighausen and Robinson 
2005). 
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formación de ramificaciones laterales terciarias con yemas alveolares en los 
extremos, que desaparecen con el próximo ciclo si no hay gestación. Este 
remodelado morfológico se acompaña de proliferación celular y apoptosis (Fata, 
Chaudhary, Khokha 2001). 
La glándula mamaria está compuesta por el estroma mamario (formado 
por adipocitos, fibroblastos, macrófagos y células endoteliales) y por el tejido 
epitelial, que presenta una estructura ductal con una capa interna de células 
luminales ductales rodeada por una capa externa de células basales 
mioepiteliales. Las células luminales ductales rodean un lumen central, y al final de 
la gestación se diferencian a células luminales alveolares. Las células 
mioepiteliales rodean a las células luminales, separando las estructuras epiteliales 
propiamente dichas del compartimento estromal. Las células mioepiteliales son las 
encargadas de secretar los componentes de la membrana basal, y durante la 
lactancia tienen una función contráctil, eyectando la leche desde los alveolos a los 
ductos (Richert and Wood 1999). Las yemas terminales (TEBs) están compuestas 
por una capa externa de células epiteliales denominadas cap cells  y varias capas 
internas de células cuboidales denominadas body cells, que son las células pre-
luminales. Las cap cells son capaces de diferenciarse tanto a célula mioepitelial 
como a ductal una vez que migran a las capas internas de la yema terminal. Sin 
embargo, las body cells darán lugar a células ductales diferenciadas. Las yemas 
terminales, lugar donde existe mayor proliferación mamaria, no presentan tejido 
conectivo ni células mioepiteliales a su alrededor, lo que facilita la invasión del 
estroma en la elongación ductal (Sternlicht et al. 2006) (Figura 3).  
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Figura 3. Estructura de la glándula mamaria de una hembra de ratón en la mitad de la 
pubertad. A) Tinción de mama total con carmín aluminio de la glándula mamaria abdominal 
izquierda de una hembra de 7 semanas de edad. Fotografía propia. B) Diagrama de la 
composición celular de una yema terminal (TEB). Adaptada de (Sternlicht et al. 2006). 
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La mama en humanos está constituida por múltiples ductos y lóbulos 
rodeados por tejido conjuntivo y tejido adiposo que dan consistencia a la mama, y 
por vasos sanguíneos y linfáticos (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El desarrollo de la glándula mamaria en humanos se inicia durante la fase 
embrionaria en el primer trimestre de gestación, dando lugar a un par de placodas 
(Howard and Gusterson 2000) , las cuales se desarrollan de forma similar a las de 
los ratones hembras, sin que exista dimorfismo sexual. A diferencia de lo que 
ocurre en los ratones, en la mama humana no hay un único árbol ductal, sino que 
está formada por varios árboles que confluyen en el pezón. El alargamiento y la 
amplificación  de esta estructura ramificada se producen en la 5ª semana de 
Figura 4. Diagrama de una glándula mamaria humana. Se muestra la estructura de una 
mama humana adulta en reposo, no gestante. La magnificación muestra la forma de los lóbulos 
en detalle. Imagen tomada de www.infocancer.org.mx (2008). 
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gestación. En el segundo trimestre se forman los esbozos que darán lugar a los 
ductos galactóforos que van a desembocar en el pezón. Tras el nacimiento, 
solamente un árbol ductal rudimentario está presente, dándose un proceso similar 
a la involución que sucede después de la lactancia (Sternlicht et al. 2006). Este 
sistema rudimentario ramificado de ductos permanecerá quiescente hasta la 
pubertad. Entonces comienza un proceso de ramificación intensivo y de expansión 
del estroma, y se forman las unidades que conforman la estructura básica de la 
mama humana, la unidad ducto-lobulillar terminal (TDLU). Durante los ciclos 
menstruales se producirán cambios en los niveles de hormonas ováricas 
necesarias para el crecimiento continuo y progresivo de la mama. Además de 
estas hormonas están implicadas otras como la prolactina (PRL), insulina, cortisol 
y la hormona del crecimiento (GH) (Macias and Hinck 2012). Durante el desarrollo 
mamario la acción de estas hormonas en el epitelio mamario estará 
complementada con la de factores de crecimiento como el factor de crecimiento 
tipo insulínico 1 (IGF-I) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF). 
Durante el embarazo, el epitelio prolifera y se diferencia para formar 
estructuras secretoras de leche llamadas alveolos (Russo et al., 1990). Tras el 
parto y durante la lactancia, la mama humana está formada por 15-20 ductos 
galactóforos que confluyen en el pezón. Tras la lactancia se desencadena un 
proceso de involución mamario similar al que sucede en ratones, con una fase de 
apoptosis y otra de degradación proteolítica de la membrana basal que da lugar a 
un remodelado de la glándula donde el tejido adiposo vuelve a ocupar el espacio 
que ocuparon las estructuras lóbulo-alveolares durante el embarazo (Lund et al. 
1996) (Figura 5). 
La glándula mamaria es un órgano en constante evolución postnatal, 
desde la adolescencia al embarazo, la lactancia y la posterior involución. Incluso 
se pueden observar pequeñas diferencias según las distintas fases del ciclo 
menstrual. Por lo tanto, la proliferación, apoptosis y diferenciación de las células 
epiteliales que forman parte de la glándula mamaria deben estar estrictamente 
reguladas.  
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Figura 5. Ilustración de las diferentes etapas del desarrollo de la glándula mamaria 
humana. 1) Mujer adulta no gestante: existe ramificación ductal. 2) Inicio del embarazo: 
comienza la proliferación y diferenciación epitelial. 3) Segundo trimestre de embarazo: 
desarrollo de estructuras secretoras y expansión del sistema lobulillo-alveolar. 4) Lactancia: 
formación de lóbulos y conducto galactóforos. 5) Involución: recuperación de la estructura 
inactiva tras el destete (Mescher 2009). 
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2. Cáncer 
 
2.1 Incidencia y factores de riesgo. 
 
La palabra cáncer es un término que engloba a más de 200 enfermedades 
caracterizadas por el desarrollo de células anormales, que se dividen y crecen sin 
control en cualquier parte del cuerpo. Cada tipo de cáncer posee características 
particulares, que en algunos casos son completamente diferentes al resto, y tiene 
su propia causa, evolución y tratamiento específico. La proliferación celular 
descontrolada da lugar a la formación de tumores o nódulos, que pueden benignos 
o malignos. Cuando las células que constituyen dicho tumor no poseen todavía la 
capacidad de invadir su entorno, hablamos de tumores benignos. En este caso las 
células proliferan en el lugar donde se inició el tumor. Pero cuando estas células 
sufren nuevas alteraciones y adquieren la capacidad de invadir el estroma 
(infiltración), y de trasladarse y proliferar en otras partes del organismo 
(metástasis), hablamos de tumor maligno, y es clasificado como cáncer.  
Los cánceres se pueden clasificar según el tejido que les dio origen: 
• Carcinomas. Se originan a partir de células epiteliales que tapizan la 
superficie de órganos, glándulas o estructuras corporales. Representan más 
del 80% de la totalidad de los cánceres. 
• Sarcomas. Son cánceres que se forman a partir del llamado tejido conectivo 
o conjuntivo, del que derivan los músculos, los huesos, los cartílagos o el 
tejido graso. Los más frecuentes son los sarcomas óseos. 
• Leucemias. Son cánceres hematológicos que se originan en células 
precursoras de células sanguíneas y ubicadas en la médula ósea, tejido 
encargado de mantener la producción de glóbulos rojos, blancos y plaquetas. 
Las alteraciones en estas células pueden producir, respectivamente, anemia, 
infecciones y alteraciones de la coagulación (sangrados o trombosis).   
• Linfomas. Se desarrollan a partir del tejido linfático, como el existente en 
ganglios y órganos linfáticos. 
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La incidencia global del cáncer sigue en aumento al igual que la mortalidad 
asociada a esta enfermedad. Según el último informe de la Agencia Internacional 
para la Investigación sobre el Cáncer (IARC), organismo de la Organización 
Mundial de la Salud (OMS), la incidencia global anual del cáncer es de 14,1 
millones, siendo la tasa de mortalidad anual de 8,2 millones (Ferlay et al. 2015). 
En Europa el número de casos nuevos detectados en un año fue de 3,45 millones, 
y la mortalidad asociada de 1,75 millones. Con estos datos, el cáncer representa 
uno de los problemas sanitarios más importantes en Europa. Los tipos de cáncer 
más comunes fueron mama, colon, próstata y pulmón, representando 
aproximadamente el 50% de todos los cánceres detectados. Los más letales 
fueron pulmón, colon, mama y estómago (Ferlay et al. 2013). En 2014 el cáncer 
fue la segunda causa de muerte en ambos sexos en España (según el INE, 
Instituto Nacional de Estadística), solo superado por las defunciones debidas a 
problemas circulatorios.   
Además de tratar de erradicar la enfermedad una vez detectada, la 
estrategia ideal es la prevención. Por este motivo, es necesario conocer los 
agentes desencadenantes del cáncer, ya sean externos o inherentes al individuo, 
ya que el riesgo de sufrir cáncer depende de una combinación de factores 
ambientales así como de la predisposición genética de cada persona. La historia 
genética es una parte esencial de cada paciente y su conocimiento puede ayudar 
a la detección temprana del cáncer en individuos de alto riesgo. Aproximadamente 
el 10-20% de los cánceres se desarrollan en personas con historia familiar de 
cáncer. En estos casos, las mutaciones son transmitidas de unas generaciones a 
otras, situación denominada cáncer hereditario. Muchos de los genes mutados son 
genes supresores de tumores que están asociados con frecuencia a cánceres en 
un tejido específico, como por ejemplo BRCA1 y BRCA2 en mama y ovario 
(Radice 2002), APC en colon (poliposis adenomatosa familiar) (Fodde 2002), RB1 
en la retina (retinoblastoma) (Richter et al. 2003). 
Otro factor de riesgo importante es la edad (Bao et al. 2014). La 
acumulación de lesiones genéticas a lo largo de los años hace que con la edad 
aumente la probabilidad de padecer cáncer. De hecho, el aumento en la 
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expectativa de vida, el envejecimiento poblacional, es el motivo del enorme 
incremento en la incidencia de cáncer en nuestra sociedad. 
En cuanto a los factores ambientales relacionados con la aparición del 
cáncer, existen varios agentes desencadenantes identificados a través de estudios 
poblacionales de incidencia geográfica del cáncer, exposición a carcinógenos y 
hábitos de vida. Por un lado, numerosos agentes químicos ambientales se han 
asociado al riesgo de padecer ciertos tipos de cáncer: bencenos (leucemias) 
(Snyder 2012), asbestos (cáncer de pulmón) (Liu, Cheresh, Kamp 2013), anilinas 
(cáncer de vejiga) (Carreon et al. 2010), etc.  
La exposición prolongada a radiaciones de baja energía como la 
ultravioleta del sol se ha asociado a riesgo de padecer cáncer de piel 
(Ananthaswamy 2001). 
Algunas infecciones virales pueden contribuir al desarrollo del cáncer, 
como el virus del papiloma humano en cáncer de cérvix (Schiffman et al. 2007) o 
de orofaringe (Lewis et al. 2015), el virus de Epstein-Barr en linfomas (Flavell and 
Murray 2000)  o el virus de la hepatitis B en cáncer hepático (Kremsdorf et al. 
2006). 
Algunas infecciones bacterianas también se han asociado a cáncer. El 
caso mejor documentado es la infección por Helicobacter pylori, una bacteria que 
infecta el estómago ocasionando úlceras, y cuya presencia se ha asociado al 
desarrollo de cáncer de estómago (Dalal and Moss 2014). 
Por último, según la OMS, cerca de la mitad de los cánceres se producen 
a causa de factores absolutamente evitables, relacionados con ciertos hábitos 
como el consumo de tabaco y alcohol y con estilos de vida sedentarios y dietas 
pobres en frutas y verduras que favorecen la obesidad. En primer lugar el tabaco 
representa el principal carcinógeno ambiental conocido para padecer cáncer, 
siendo la primera causa de cáncer de pulmón, y un factor importante en otros 
cánceres como los de cabeza y cuello, esófago, estómago, páncreas (Gandini et 
al. 2008). El consumo de alcohol en cantidades abundantes se asocia a un riesgo 
aumentado de diversos tipos de cáncer, particularmente de cavidad oral, laringe y 
esófago (Ahmad Kiadaliri et al. 2013). Múltiples evidencias sugieren que 
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los hábitos alimentarios y de estilo de vida se relacionan con el riesgo de cáncer, 
en concreto la obesidad y la inactividad física (Roberts, Dive, Renehan 2010). En 
general se recomienda una dieta baja en grasas y calorías, pues poblaciones 
habituadas al consumo de carne y bajo contenido en frutas y verduras padecen un 
aumento de riesgo de cáncer, sobre todo de colon. Dentro de esta recomendación 
general, desgraciadamente es imposible una mayor precisión. Resulta muy difícil 
identificar cuáles son los componentes precisos de la dieta que aumentan o 
disminuyen el riesgo. Igualmente se recomienda la práctica rutinaria del ejercicio 
físico. 
 
2.2 Inicio y progresión tumoral. 
 
La transformación de una célula normal en una célula maligna 
(tumorigénesis) es un proceso que requiere de la acumulación progresiva de 
alteraciones genéticas que confieren a las células cancerosas ventajas 
proliferativas (Hanahan and Weinberg 2011). Se considera que existen una serie 
de etapas necesarias en la génesis del cáncer que normalmente ocurren a lo largo 
de varias décadas. El primer paso en la carcinogénesis consiste en la acción de un 
agente iniciador, que ocasiona una mutación en el DNA. A veces esta mutación es 
congénita, heredada y ello posibilita que el cáncer se desarrolle más precozmente, 
ya que bastaría un menor número de mutaciones adquiridas en la vida. En otras 
ocasiones, la causa se halla en factores externos, como los anteriormente citados. 
Un segundo paso es inducido por la exposición a un agente promotor, que 
aprovechando la ventaja proliferativa otorgada por la primera alteración, estimula 
las células a dividirse. Los agentes promotores de nuevo pueden ser congénitos, 
adquiridos o externos. En un tercer paso que induce a la progresión tumoral, 
nuevas alteraciones genéticas y/o cambios epigenéticos confieren capacidades 
invasivas y metastatizantes. Sin este último paso el tumor puede permanecer 
benigno y localizado. En esta fase el ambiente que rodea a la célula tumoral 
cambia radicalmente. El tumor instaura sus sistemas de crecimiento autónomo, 
promoviendo señales de crecimiento. Además destruye la membrana basal y la 
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matriz extracelular para abrirse camino hacia los vasos sanguíneos y linfáticos 
facilitando la metástasis. Por otra parte, con el fin de conseguir su propio aporte de 
nutrientes, el tumor promueve la formación de un sistema de vasos sanguíneos 
propios (angiogénesis tumoral). En todo este proceso pueden verse implicadas 
distintas estirpes celulares. La presencia en el tumor de células madre 
transformadas o tumorales es determinante en la agresividad y resistencia del 
cáncer a los diferentes tratamientos. Esta es la teoría clásica del inicio del cáncer, 
la que se basa en la acumulación paulatina de mutaciones. Sin embargo, 
recientemente se ha descrito un nuevo fenómeno denominado cromotripsis, por el 
cual el desarrollo del cáncer aparecería repentinamente debido a un único evento 
cromosómico catastrófico, que provocaría decenas a cientos de mutaciones. Este 
fenómeno explicaría el 25% de los cánceres de hueso. El patrón de los daños 
sufridos en el genoma sugiere que la cromotripsis se produce durante la división 
celular, momento en el que los cromosomas son mucho más compactos de lo 
habitual. Se sospecha que la causa puede ser la radiación ionizante (Stephens et 
al. 2011). Los genes que se ven afectados por estas mutaciones causantes del 
cáncer pueden ser de distintos tipos: 
• Los proto-oncogenes son genes estimuladores de la proliferación celular. Los 
oncogenes son versiones anómalas, patológicas de los proto-oncogenes que 
presentan ganancia de función. 
• Los genes supresores de tumores son capaces de evitar la transformación de 
una célula normal en una célula cancerígena mediante reparación del DNA, 
inhibición de la proliferación celular y estimulación de la apoptosis. Por este 
motivo suelen presentar una pérdida de función en cáncer. 
Se ha descrito que las células cancerosas comparten una serie de 
características comunes, unas capacidades biológicas adquiridas durante el 
desarrollo del tumor que regulan rutas de señalización celulares, las cuales 
confluyen en la inestabilidad cromosómica que posibilita la adquisición de nuevas 
mutaciones y la propagación del tumor (Hanahan and Weinberg 2011). Esta 
inestabilidad génica altera las vías de transducción de señales que regulan 
procesos tan importantes como supervivencia y proliferación celular, metabolismo 
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y expresión génica. Las funciones biológicas que caracterizan a la mayoría de 
células cancerosas y las rutas de señalización implicadas se detallan a 
continuación (Figura 6). 
 
1) Señalización de proliferación sostenida. 
 
Los tejidos sanos controlan cuidadosamente la producción y liberación de 
señales mitóticas como factores de crecimiento y hormonas que se unen a 
receptores de membrana con actividad tirosina quinasa. Estos factores promueven 
la entrada de las células en el ciclo celular para su división. De este modo, se 
asegura el equilibrio en el número de células y la arquitectura y función normal del 
tejido. Las células tumorales en cambio, pueden adquirir la capacidad de mantener 
la señalización proliferativa. Puede producir factores de crecimiento por sí mismas, 
o de sus respectivos receptores, como en el caso de HER2/neu, sobreexpresado 
en aproximadamente un 23% de carcinomas mamarios (Press et al. 2005). Esto 
resulta en una estimulación mitótica autocrina. Además pueden enviar señales que 
estimulen a células sanas del estroma circundante para que produzcan factores de 
crecimiento y los liberen (estimulación paracrina). También se conocen 
mutaciones somáticas activantes de determinados circuitos de señalización, como 
en la proteína B-RAF (mutada en el 40% de los melanomas humanos) que 
mantiene activa la ruta de MEK/MAPK (Davies and Samuels 2010) o en la 
subunidad catalítica de la proteína PI3K que hiperactiva la ruta PI3K/AKT (Jiang 
and Liu 2009). Otro mecanismo consiste en bloquear los sistemas de 
retroalimentación negativa que atenúan las señales proliferativas (Amit et al. 
2007). Un ejemplo de este tipo de regulación es la oncoproteína Ras, ya que su 
efecto oncogénico no proviene de la hiperactivación de su señalización, sino que 
las mutaciones que afectan a los genes Ras comprometen su actividad GTPasa 
que actúa como mecanismo de feedback negativo intrínseco, que en condiciones 
normales asegura que la señal sea transitoria. Otro ejemplo es la fosfatasa PTEN, 
que inhibe la señalización de PI3K defosforilando su producto (PIP3). Mutaciones 
inactivantes en PTEN o la metilación de su promotor, provocan la pérdida de 
                                                                                        INTRODUCCIÓN 
17 
 
función que desemboca en un aumento de la señalización por PI3K promoviendo 
la tumorigénesis, tal y como se demuestra en una amplia variedad de modelos 
experimentales de cáncer (Jiang and Liu 2009). 
 
2) Evasión de las señales inhibitorias de la proliferación. 
 
La activación de oncogenes no constituye la única vía hacia la malignidad. 
En la gran mayoría de los cánceres la transformación maligna es resultado de la 
combinación de la activación de oncogenes y la inactivación anormal de genes 
supresores de tumores. Estos últimos se dividen en: guardianes (Gatekeepers) 
como TP53, RB1 y APC. Regulan la división celular y la apoptosis. Controlan los 
puntos de control del ciclo celular e inducen a la muerte de la célula si ha sufrido 
un daño en el DNA irreparable. Por ejemplo, es muy frecuente encontrar mutado a 
TP53 en células cancerosas (Goh, Coffill, Lane 2011) y se han intentado diversas 
estrategias terapéuticas anticancerosas para reactivar la vía de TP53 (Brown et al. 
2009). Los vigilantes (Caretakers) como BRCA1, BRCA2, MLH1 y MSH2. 
Previenen la aparición de mutaciones que se suceden en la replicación del DNA, 
son los genes de mantenimiento del genoma (Oliveira, Ross, Fletcher 2005). En 
este sentido genes como TP53 pertenecerían a las dos categorías. Recientemente 
se ha propuesto un tercer grupo, el de los Landscapers. Son genes que ayudan a 
crear el microambiente en el que crecen las células cancerosas. Un ejemplo de 
esta categoría es el gen PTEN (Stratakis 2003), aunque se cree que RB1 también 
podría funcionar como Landscaper (Macleod 2000). Las alteraciones en estos 
genes se manifiestan con carácter recesivo, es decir se necesita la alteración de 
ambos alelos del gen en cuestión para provocar una alteración fenotípica que 
comprometa la fisiología de la célula. Como una de las mutaciones puede estar 
presente en la línea germinal, esto explica que la mayoría de cánceres hereditarios 
se deban a mutaciones en genes supresores de tumores.  
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3) Evasión de la apoptosis. 
 
La muerte celular programada es un proceso celular esencial para el 
desarrollo y el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos adultos. Su misión, 
es eliminar las células dañadas, infectadas o transformadas. Numerosos estudios 
han establecido que la muerte celular programada por apoptosis sirve como 
barrera natural contra el desarrollo del cáncer (Adams and Cory 2007; Lowe, 
Cepero, Evan 2004), por este motivo, la evasión de la apoptosis es un evento 
frecuente en células cancerosas. Para lograr escapar a este fenómeno las células 
tumorales poseen varios mecanismos entre los cuales están la sobreexpresión de 
proteínas antiapoptóticas como Bcl-2 (Cory, Huang, Adams 2003), la inactivación 
de proteínas inductoras de la apoptosis como p53 (Shen and White 2001) y la 
activación constitutiva de las vías de supervivencia que mantienen bloqueada la 
apoptosis, como la ruta PI3K/AKT. La fosforilación de BAD por AKT promueve su 
disociación de BCL-XL y la subsiguiente interacción con 14-3-3, permitiendo la 
supervivencia celular (del Peso et al. 1997; Zha et al. 1996). 
 
4) Potencial replicativo ilimitado. 
 
Las células de los organismos pluricelulares en general y de los mamíferos 
en particular, poseen un programa de autonomía celular que limita su capacidad 
replicativa. Este proceso se encuentra regulado por la longitud de los telómeros o 
zonas terminales de los cromosomas. Los telómeros están compuestos por 
múltiples repeticiones de hexanucleótidos (TTAGGG) que protegen las 
terminaciones de los cromosomas frente a la degradación del DNA (Donate and 
Blasco 2011). Debido al proceso de replicación del DNA, las células normales van 
perdiendo parte de los telómeros tras cada ciclo celular. Cuando el acortamiento 
de los telómeros alcanza un límite, la célula entra en senescencia replicativa. La 
enzima encargada de añadir las repeticiones de hexanucleótidos en los telómeros 
es la telomerasa. La telomerasa se expresa en mayor medida en las células madre 
y durante las primeras fases de desarrollo embrionario. La actividad telomerasa 
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también está presente en las células madre de adultos, pero su actividad no es 
suficiente para prevenir el constante acortamiento de los telómeros tras cada 
división celular (Blasco 2005). Los telómeros se van acortando progresivamente, 
llegando a perder su capacidad de proteger las terminaciones de los cromosomas. 
El mantenimiento de los telómeros, por tanto, es un proceso crucial en cáncer. Las 
células cancerosas han desarrollado mecanismos, como la reactivación de la 
telomerasa, para evitar el acortamiento de estas secuencias de DNA y poder 
proliferar sin límites (Satyanarayana, Manns, Rudolph 2004). 
 
5) Inducción de angiogénesis. 
 
Igual que un tejido sano, los tumores requieren un sustento en forma de 
nutrientes y oxígeno, y un modo de evacuar los desechos metabólicos y el dióxido 
de carbono. Para suplir estas necesidades, los tumores activan procesos de 
angiogénesis para formar nuevos vasos sanguíneos (neovascularización). Existen 
factores inhibidores e inductores de angiogénesis, que mantienen el equilibrio. Sin 
embargo, durante la progresión tumoral la angiogénesis permanece activa. Uno de 
los principales inductores de angiogénesis es el factor de crecimiento endotelial 
vascular (VEGF) (Carmeliet 2005), cuya expresión está promovida por factores de 
crecimiento, hormonas, citoquinas y oncogenes (Ferrara 2010). 
 
6) Invasión de tejidos y metástasis. 
 
En la progresión tumoral las células cancerosas adquieren la capacidad de 
migrar, invadir los tejidos cercanos al tumor, alcanzar los vasos sanguíneos y/o 
linfáticos y colonizar tejidos distantes. Un evento importante en este proceso es la 
transición epitelio-mesénquima o EMT (Huber, Kraut, Beug 2005). Durante la EMT, 
las células epiteliales pierden la adhesión que existe entre ellas y adquieren la 
capacidad de migrar. Se conocen varios factores de transcripción, como Twist y 
Snail que participan en este proceso (Yang et al. 2004). Sin embargo, para que la 
migración y la invasión sean posibles, las células también deben adquirir la 
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capacidad de destruir barreras biológicas, como la membrana basal. Este 
propósito puede alcanzarse gracias a la acción de metaloproteasas (MMPs) que 
degradan proteínas de la matriz extracelular. 
 
7) Evasión del ataque inmunológico. 
 
Un proceso que todavía no está muy bien definido, es el papel que el 
sistema inmune juega en resistir o erradicar el inicio y progresión de neoplasias 
incipientes y micrometástasis. El papel de una monitorización inmunológica 
defectuosa de los tumores parecía haberse validado al observar un incremento de 
ciertos tipos de cáncer en individuos inmunodeprimidos. Sin embargo, la gran 
mayoría de estos cánceres son inducidos por virus, y parece que el papel del 
sistema inmune es eliminar las células infectadas reduciendo la carga viral en los 
individuos afectados. Datos clínicos epidemiológicos y modelos murinos han 
sugerido que el sistema inmune opera como una barrera importante para la 
formación y progresión del tumor, al menos en algunas formas de cáncer no 
inducido por virus. Los resultados indican que al menos en ciertos modelos 
experimentales el sistema inmune adaptativo e innato contribuyen 
significativamente a la vigilancia inmunológica y de este modo a la erradicación del 
tumor (Teng et al. 2008). 
La hipótesis que actualmente se baraja es que las células cancerosas 
pueden evadir la destrucción inmunológica al deshabilitar los componentes del 
sistema inmune enviados para eliminarlas. Por ejemplo, las células tumorales 
puede detener a las células NK (natural killers) secretando TGF-β u otros factores 
inmunosupresores (Yang, Pang, Moses 2010). 
 
8) Reprogramación del metabolismo energético. 
 
La proliferación celular crónica y  descontrolada que representa la esencia 
de la enfermedad neoplásica no solo envuelve la desregulación de la proliferación 
celular sino también los correspondientes ajustes del metabolismo energético para 
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proveer de energía al crecimiento y división celulares. Bajo condiciones aeróbicas 
las células normales convierten la glucosa a piruvato por la vía de la glicólisis en el 
citosol y después a dióxido de carbono en la mitocondria. Bajo condiciones 
anaerobias la glicólisis es favorecida y relativamente poco piruvato se destina a la 
oxidación en la mitocondria. Incluso en presencia de oxígeno las células 
cancerosas pueden reprogramar su metabolismo de la glucosa y de este modo su 
producción de energía, utilizando preferentemente la vía de la glicólisis (glicólisis 
aeróbica). Esto puede parecer contradictorio, ya que la producción de ATP vía 
mitocondrial es 18 veces más eficiente que la producida por glicólisis. Sin 
embargo, se ha visto que las células tumorales lo compensan en parte 
aumentando los transportadores de glucosa, principalmente GLUT1, el cual 
aumenta sustancialmente el transporte de glucosa hacia el citoplasma (Jones and 
Thompson 2009). De hecho, en muchos tipos de tumores humanos se ha visto un 
marcado incremento del consumo y utilización de glucosa. El suministro energético 
vía glicólisis se ha visto asociado con la activación de oncogenes como RAS y 
MYC y con mutaciones en genes supresores de tumores como TP53 (Jones and 
Thompson 2009). Las enzimas IDH1 e IDH2 son enzimas clave en el metabolimo 
energético de las células, actuando en el metabolismo de los carbohidratos 
durante el ciclo de Krebs. De hecho, hay evidencias significativas que demuestran 
que estas deshidrogenasas están mutadas en numerosos tipos de cáncer de 
cerebro (Zhang et al. 2013) y en otros tipos de cáncer (Yang et al. 2012).  
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2.3 Modelos animales de estudio en cáncer. 
 
Como hemos visto, el desarrollo de un tumor implica la desregulación de 
una gran variedad de rutas de señalización que también operan en una célula 
sana. Por este motivo, ha sido de vital importancia durante las últimas décadas el 
uso de modelos murinos modificados genéticamente para analizar los mecanismos 
moleculares que desencadenan y promueven la progresión tumoral. Se han 
utilizado varias aproximaciones para el estudio del cáncer en ratones modificados 
genéticamente (Cheon and Orsulic 2011). Una primera opción consiste en generar 
ratones transgénicos que sobreexpresan oncogenes mimetizando las 
Figura 6. Funciones biológicas que caracterizan a los tumores. El inicio y progresión del 
cáncer depende de una serie de capacidades que las células tumorales van adquiriendo y que 
les permiten proliferar de forma descontrolada, evadir los mecanismos apoptóticos y migrar 
hacia otros tejidos (Hanahan and Weinberg 2011). 
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amplificaciones génicas y sobreexpresiones que ocurren en los tumores humanos. 
La sobreexpresión se puede dirigir a un tejido o población celular específica 
mediante el uso de un promotor determinado como por ejemplo MMTV, WAP o 
BLG para mama; CCSP para pulmón; K14 para piel; PB para próstata; ALFP para 
hígado. En ocasiones también se ha utilizado promotores constitutivos como CMV 
cuya expresión es ubicua en todos los tejidos. Mediante esta estrategia se ha 
estudiado en profundidad el papel en la carcinogénesis de oncogenes como Ras 
(Sinn et al. 1987), Myc (Adams et al. 1985), HER2/Neu (Guy et al. 1992), AIB1 
(Torres-Arzayus et al. 2004), entre otros. 
Otra estrategia utilizada para el estudio del cáncer con modelos murinos, 
es generar ratones con deleciones completas, parciales o mutaciones inactivantes 
de genes supresores de tumores. Son los denominados ratones knockout (KO), en 
los que la expresión de un gen determinado queda suprimida en todo el 
organismo. Mediante esta metodología se ha estudiado el papel de genes 
supresores de tumores como BRCA1/BRCA2 (Ludwig et al. 1997), TP53 
(Donehower et al. 1992), RB (Jacks et al. 1992), PTEN (Gingrich and Greenberg 
1996), APC (Moser, Pitot, Dove 1990), entre otros.  
Existe una tercera estrategia para el estudio de la pérdida de función 
génica. Son los sistemas de inactivación génica condicionales e inducibles. Los 
ratones knockouts condicionales son de gran utilidad para el estudio de genes que 
causan letalidad embrionaria en knockouts convencionales. Por ejemplo los 
ratones knockout de BRCA1 mueren durante el desarrollo embrionario, sin 
embargo, los ratones BRCA1 condicionales que expresan Cre en el epitelio de la 
glándula mamaria desarrollan tumores mamarios (Xu et al. 1999). Estos modelos 
de animales transgénicos permiten inducir mutaciones somáticas específicas de 
tejido e incluso de tipo celular y de un modo controlado en el tiempo. Los modelos 
más comúnmente usados son: el sistema Cre-loxP, el sistema FLP-FRT (flippase-
flippase recognition target), el sistema Cre-loxP inducible y el sistema tetraciclina 
inducible (Tet-On/Tet-Off). Los modelos murinos más recientes combinan varias 
tecnologías para una imitación más precisa del inicio y progresión tumoral. 
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El sistema de inactivación génica condicional más común es el sistema 
Cre-loxP. La ventaja de este sistema es que la función génica puede ser estudiada 
en un tejido específico o tipo celular y en un momento determinado, permitiendo 
un estudio más preciso de los eventos mutacionales esporádicos en un conjunto 
de células. Cre es una recombinasa que procede del fago P1 y que no está 
presente de forma endógena en animales. Cre tiene la capacidad de eliminar 
fragmentos de DNA flanqueados por sitios lox-P (locus de X-sobre P1), secuencias 
específicas de DNA de 34 pares de bases. La escisión temporal y espacial de la 
región que se quiere eliminar, se consigue al expresar la enzima Cre bajo el 
control de un promotor específico de tejido o célula. De este modo, el gen 
flanqueado por secuencias loxP sólo es delecionado donde se expresa Cre 
(Figura 7). 
La expresión de la recombinasa puede conseguirse mediante el uso de 
ratones transgénicos que expresan Cre en un tejido específico o administrando 
lentivirus o adenovirus que expresan Cre. La mayor desventaja del sistema 
condicional es su irreversibilidad, una vez que la deleción ha ocurrido en la célula 
todos sus descendientes serán portadores del alelo recombinado incluso aunque 
el promotor que dirige la expresión de Cre ya no este activo en los descendientes. 
La expresión de Cre fuera del tejido de interés o en un estadio del desarrollo muy 
temprano puede ser problemática porque esto causaría fenotipos inesperados o 
letalidad embrionaria. La disponibilidad limitada de líneas de ratones Cre es otro 
inconveniente para el uso de este sistema, aunque este hecho puede solventarse 
con el uso de lentivirus o adenovirus Cre. La expresión de Cre mediada por virus 
permite el control de la cantidad, el tiempo y la frecuencia de la inyección vírica 
para una recombinación óptima mediada por Cre. Sin embargo, esta estrategia 
también presenta varios problemas. Dependiendo del tipo de tejido, la inyección 
de Cre puede estar restringida o requerir cirugía. Otro problema es que los virus 
Cre pueden también infectar a tejidos vecinos complicando el estudio del tumor. 
Adicionalmente, un virus podría causar una respuesta inmune en el huésped 
dependiendo de la dosis y frecuencia de la infección. 
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Los sistemas de inactivación génica inducibles permiten un control 
temporal de los cambios genéticos. Actualmente existen dos tipos de sistemas 
ampliamente usados: el sistema inducible por tamoxifeno y el sistema inducible 
Tet-On/Tet-Off. En el sistema inducible por tamoxifeno, el dominio de unión a 
ligando de un receptor de estrógenos mutado se fusiona a la recombinasa Cre 
(Cre-ERT). La proteína fusionada puede ser activada por la administración de 
tamoxifeno o inactivada por su retirada.  
El sistema inducible Tet-On/Tet-Off es usado muy frecuentemente para 
activar/desactivar la expresión génica. La especificidad tisular se consigue a través 
del uso de promotores específicos de tejido. Tetraciclina o doxiciclina (una versión 
menos tóxica) pueden ser inyectadas en el ratón o simplemente añadidas en el 
agua de bebida. Este sistema es muy útil en el estudio de la expresión mantenida 
Figura 7. Cruce entre ratones Cre y loxP. Ratones que expresan la proteína Cre en un tipo 
celular específico, son cruzados con ratones que contienen un gen diana rodeado por sitios 
loxP. Cuando se obtiene un ratón portador de los dos caracteres, se producirá la eliminación del 
gen diana en las células que expresen Cre (Pechisker 2004). 
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de algunos oncogenes durante la progresión tumoral. Por ejemplo, se ha 
observado que la inactivación del gen mutante Ras mediante el uso de doxiciclina 
produce una regresión histológica de melanoma y cáncer de pulmón, lo cual 
demuestra el papel de Ras en el mantenimiento tumoral (Fisher et al. 2001). 
 
2.4 Cáncer de mama. 
 
Como se ha comentado en el punto 1, las glándulas mamarias están 
sometidas a una permanente evolución. Bajo el influjo de las hormonas ováricas 
(estrógenos y progesterona), las mamas crecen durante la pubertad y se ven 
influenciadas en la edad reproductiva por los ciclos menstruales, por el embarazo 
y la lactancia. En la menopausia, los niveles hormonales descienden y gran parte 
de la glándula mamaria se atrofia y es sustituida por grasa. Este continuo 
remodelado requiere de un control muy preciso de los procesos de proliferación, 
diferenciación y muerte celular que ocurren en las células epiteliales que forman la 
mama. Los errores que se producen en este proceso tan dinámico, pueden dar 
lugar a procesos patológicos como el cáncer. Las células epiteliales 
transformadas, pierden la capacidad de formar parte de alveolos y ductos 
organizados, pierden su funcionalidad y crecen descontroladamente ocupando el 
lumen de lóbulos y lobulillos (carcinoma in situ). En ocasiones, las células 
transformadas pierden los contactos y adhesiones específicas con otras células, 
comienzan entonces procesos de migración e invasión del estroma (carcinoma 
invasivo) pudiendo alcanzar los vasos sanguíneos y colonizar otros tejidos 
(metástasis). El cáncer de mama tiene el potencial de metastatizar a otros tejidos, 
principalmente a ganglios linfáticos, pulmón y hueso. Tradicionalmente el cáncer 
de mama se ha clasificado por la localización donde se inicia y por su invasividad: 
carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobulillar in situ, carcinoma lobulillar invasivo, 
carcinoma inflamatorio, enfermedad de Paget, y los menos frecuentes carcinoma 
medular, coloide y tubular. Posteriormente, también se dividió según el contenido 
de receptores que mostraban los tumores: receptor hormonal positivo (ER y/o PR), 
receptor HER2 positivo y triple negativo. Esto contribuyó al tratamiento diferencial 
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que se daba a las pacientes. Con la llegada de los arrays de expresión génica, los 
tumores de mama han pasado a clasificarse por su identidad molecular. En un 
principio la clasificación de Perou (Perou et al. 2000) basada en la identificación de 
una lista de genes y la posterior agrupación jerárquica de éstos, identificó 3 
subtipos de cáncer mamario: tipo luminal ER+, tipo basal y HER2+. Este 
procedimiento agrupaba tumores que presentaban un comportamiento clínico y 
una sensibilidad a agentes terapéuticos similares. Sin embargo, se encontró 
variabilidad de respuesta terapéutica entre los tumores de un mismo grupo. 
Posteriormente se propuso clasificar a los subtipos de cáncer de mama obtenidos 
por perfiles de expresión génica como: luminal A (ER+ y/o PR+, HER2-), luminal B 
(ER+ y/o PR+, HER2+), basal (triple negativo) y HER2+ (ER- y PR-) (Schnitt 
2010). Recientemente, los tumores triple negativos han sido clasificados a su vez 
en 6 subtipos moleculares: dos subtipos basales BL1 y BL2 caracterizados por 
genes de control del ciclo celular y de respuesta al daño en el DNA que 
preferentemente responden a cisplatino; subtipo AR, enriquecido en genes de la 
ruta de señalización del receptor de andrógenos; un tipo inmunomodulador (IM) 
definido por marcadores celulares de inmunidad y genes de señalización; subtipo 
mesenquimal (M); subtipo mesenquimal tipo célula madre (MSL), los dos últimos 
ricos en genes relacionados con EMT, diferenciación y rutas de factores de 
crecimiento (Lehmann et al. 2011). 
El cáncer de mama es el tumor más frecuente en las mujeres 
occidentales. En España se diagnostican alrededor de 25.000 nuevos casos cada 
año, siendo la primera causa de muerte por cáncer en mujeres. La supervivencia 
ha mejorado notablemente en los últimos 20 años (anualmente se incrementa la 
supervivencia por este tumor un 1,4%). Cada año disponemos de mayor 
información para diagnosticar precozmente y tratar el cáncer de mama, lo que ha 
permitido que la supervivencia global a los 5 años del diagnóstico de este tumor 
sea del 82,8% en nuestro país, por encima de la media europea y similar a los 
países con las mejores cifras de supervivencia (Ferlay et al. 2013). Sin embargo, 
paradójicamente la tasa de incidencia no deja de aumentar. Este hecho se cree 
que es debido a que el modo de vida actual incrementa algunos de los factores de 
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riesgo relacionados con este tipo de cáncer, como son la dieta, los cambios 
hormonales y las nuevas pautas reproductivas. Por supuesto, poseer un riesgo 
mayor para el cáncer de mama no implica la certeza de que se vaya a padecer la 
enfermedad, sólo indica cierta predisposición. Los factores de riesgo para 
desarrollar cáncer de mama son los siguientes:  
 Antecedentes familiares (factores genéticos). Mutaciones en genes 
supresores como BRCA1 y BRCA2 confieren alto riesgo a desarrollar cáncer. 
Se cree que hasta un 10% de los casos de cáncer de mama se deben a una 
predisposición genética (Colditz, Rosner, Speizer 1996). 
 Densidad mamográfica (Boyd et al. 2009). 
 Edad. Es un factor muy importante, el riesgo aumenta a medida que 
envejecemos, probablemente debido a mayor tiempo de exposición a 
estrógenos, entre otras causas. Más del 70% de los diagnósticos de 
producen en mujeres mayores de 50 años. 
 Sexo. Menos de un 1% de los cánceres de mama se producen en varones. 
Este tipo de cáncer se da sobre todo en mujeres porque las células de la 
mama están más expuestas a efectos promotores del crecimiento por parte 
de hormonas  como estrógenos y progesterona. 
 Menarquía precoz o menopausia tardía (Collaborative Group on Hormonal 
Factors in Breast Cancer 2012). 
 Nuliparidad. 
 Edad del primer embarazo. Actualmente la tendencia en las mujeres es a 
tener menos hijos y a una edad más avanzada. Se sabe que un primer 
embarazo a una edad de entre 20-25 años es un factor reductor del riesgo a 
padecer cáncer de mama (Kampert, Whittemore, Paffenbarger 1988). Sin 
embargo diferentes estudios han detectado un elevado riesgo de cáncer en 
los años que siguen a un embarazo (Lambe et al. 1994). Este riesgo se debe 
a que tras el embarazo, las rutas relacionadas con la muerte celular 
programada y el remodelado del tejido que ocurre durante la involución de la 
mama, generan un microambiente proinflamatorio ideal para favorecer 
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eventos oncogénicos. Este riesgo asociado al embarazo aumenta si la edad 
de la madre en el primer parto es superior a 35 años (Zaragoza et al. 2015). 
 Obesidad en mujeres postmenopáusicas (Morimoto et al. 2002).  
 Dieta pobre en fibras y rica en grasas animales; tabaquismo e ingesta de 
alcohol; sedentarismo (Hamajima et al. 2002).  
 
Conocer en detalle el mecanismo por el cual se inicia y progresa un tumor 
es de vital importancia para poder conseguir tratamientos más eficaces. Es aquí 
donde cobra importancia el estudio del oncogén AIB1, ya que este coactivador de 
receptores nucleares y de otros factores de transcripción, está implicado en 
numerosas funciones fisiológicas en el tejido sano y en el tejido tumoral, y a través 
de él se relacionan varias rutas de señalización, como se detallará a continuación.  
 
3. AIB1 
 
3.1 La familia de coactivadores transcripcionales p160. 
 
Los receptores nucleares, como los receptores de hormona tiroidea, los 
receptores de retinoides y los receptores esteroideos, comprenden una gran 
familia de factores de transcripción implicados en numerosos aspectos de la 
fisiología humana, tales como la reproducción, el desarrollo y el metabolismo. Las 
actividades de la mayoría de los receptores nucleares están reguladas por 
pequeñas moléculas lipofílicas, que incluyen hormonas esteroideas y tiroideas, 
ácidos biliares, ácidos grasos, ciertas vitaminas y prostaglandinas. Los receptores 
nucleares comparten una organización estructural común con tres dominios 
funcionales principales: dominio de unión a DNA (DBD) en la región central, 
dominio de activación funcional 1 (AF-1) en el extremo amino-terminal y dominio 
de unión a ligando (LBD) que contiene el dominio de activación funcional 2 (AF-2) 
en la región carboxi-terminal (Kumar and Thompson 1999).  
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Para regular la expresión génica los receptores nucleares cooperan con 
una serie de moléculas reguladoras. Dependiendo del efecto activador o supresor 
de estos correguladores, se habla de coactivadores o correpresores 
respectivamente. El paso inicial en la activación de la transcripción es la liberación 
de los receptores nucleares de sus correpresores. En general, después de la 
unión del ligando, el receptor nuclear sufre un cambio de conformación que le 
permite disociarse de estos inhibidores y reclutar varios coactivadores y moléculas 
reguladoras, formándose el complejo coactivador. A continuación, este complejo 
provoca modificaciones químicas y estructurales en la cromatina y comunica con 
la maquinaria de la transcripción basal para activar, finalmente, la expresión de los 
genes diana. Los coactivadores de la transcripción también son capaces de 
integrar otras señales celulares como fosforilaciones, o de reclutar a otros 
coactivadores (Figura 8) (Kishimoto et al. 2006). 
 
 
 
 
 
Entre todos los coactivadores de receptores nucleares, los más estudiados 
son la familia de coactivadores de receptores esteroideos (SRC), también llamada 
p160 por el tamaño aproximado de las proteínas de esta familia expresado en 
KDa, las cuales comparten un 40% de homología. En este grupo se han incluído 
hasta la fecha 3 miembros: 
Figura 8. Coactivación de los receptores nucleares. Cuando el ligando se une a su 
respectivo receptor, se desprende el complejo correpresor y moléculas coactivadoras se unen al 
receptor nuclear, facilitando la transcripción de genes diana. 
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 SRC-1/ NCoA1 (coactivador de receptores nucleares 1) se clonó por primera 
vez gracias su capacidad de interaccionar con los receptores ER, PR, TR 
(Onate et al. 1995). Se encuentra en el cromosoma humano 2p23 y se 
expresa en multitud de tejidos (Carapeti et al. 1998). Su actividad se ha 
relacionado fundamentalmente con la sensibilidad a hormonas esteroideas y 
tiroideas (Weiss et al. 1999). También se ha relacionado con el desarrollo y 
función del cerebelo (Iannacone et al. 2002), asimismo está implicado en el 
balance metabólico entre tejido adiposo blanco y pardo (Picard et al. 2002). 
Por otra parte, SRC-1 promueve la metástasis en tumores de mama 
mediante la coactivación de PEA3 en la expresión de Twist (Qin et al. 2009). 
Sin embargo, aunque SRC-1 facilita la formación de metástasis, no tiene 
ningún efecto sobre la formación o iniciación del tumor primario (Wang et al. 
2009) y su papel en carcinogénesis de próstata en ratones no es esencial 
debido a una posible compensación por parte de SRC-3 (Tien, Zhou, Xu 
2009). 
 SRC-2/ NCoA2/ TIF-2 (factor intermediario transcripcional 2)/ GRIP1 
(proteína de interacción con el receptor de glucocorticoides 1) se clonó por su 
capacidad de interaccionar con ER y GR. Se encuentra en el cromosoma 
humano 8q21 (Kalkhoven et al. 1998). Su función también se ha relacionado 
con el metabolismo en tejido adiposo blanco y pardo (Picard et al. 2002)  y 
con el comportamiento reproductivo (Apostolakis et al. 2002). 
 SRC-3/ NCoA3/ AIB1 (amplificado en cáncer de mama 1)/ RAC3 (proteína de 
interacción con el receptor de ácido retinoico 3)/ p/CIP (proteína de 
interacción con p300/CBP)/ ACTR (molécula activada acetiltransferasa del 
receptor de hormona tiroidea 1)/ TRAM1 (molécula activadora del receptor de 
hormonas tiroideas 1) se identificó inicialmente como un gen amplificado en 
la región cromosómica humana 20q12 en cánceres de mama y ovario (Anzick 
et al. 1997). Actualmente se sabe que AIB1 también está sobreexpresado en 
otros tipos de cánceres no ginecológicos. Es el único de los tres miembros de 
la familia de coactivadores SRC que ha sido relacionado con la iniciación 
tumoral (Yan, Tsai, Tsai 2006), lo que lo convierte en el más relevante de los 
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tres a nivel clínico. Por otro lado, las funciones biológicas en las que participa 
AIB1 también le diferencian de SRC-1 y SRC-2.  
 
Los miembros de la familia de coactivadores SRC son capaces de 
interaccionar no solo con receptores nucleares, sino con otros factores de 
transcripción como NF-κB (Wu et al. 2002), AP-1 (Yan et al. 2006), transductores y 
activadores de la señal (STATs) (Giraud et al. 2002), factores nucleares de 
hepatocitos (HNFs) (Iordanidou et al. 2005), factores de transcripción 
dependientes de MAP quinasas (Ets) (Myers et al. 2005), p53 (Lee et al. 1999) y 
E2F1 (Louie et al. 2004). Estas interacciones son posibles gracias a los dominios 
que poseen las proteínas codificadas por los genes SRC. En primer lugar 
presentan un dominio bHLH/PAS en la región N-terminal que podría permitir la 
unión a proteínas que también contengan este dominio. Después le siguen un 
dominio rico en serinas y treoninas, en donde se encuentran multitud de 
aminoácidos susceptibles de ser fosforilados. Las modificaciones 
postraduccionales juegan un papel fundamental en la modulación de la actividad 
de AIB1 (Wu et al. 2004). También poseen un dominio de unión a receptores 
nucleares (RID) en el que existen múltiples motivos LXXLL (donde L, leucina y X, 
cualquier otro aminoácido) responsables de la unión del receptor unido a ligando. 
En la región carboxi-terminal se encuentra el dominio AD-1, que también contiene 
motivos LXXLL, responsable del reclutamiento de histona acetiltransferasas como 
CBP y p/CAF, y el dominio AD-2 que es el encargado de reclutar histona 
metiltransferasas como CARM-1 y PRMT-1. Estas enzimas, remodelarán la 
cromatina para facilitar el inicio de la transcripción. Tanto SRC-1 como AIB1, 
poseen actividad histona acetiltransferasa (HAT) intrínseca, aunque ésta es mucho 
más débil que la que presentan histona acetiltransferasas propiamente dichas 
como CBP y p/CAF. AIB1 además contiene una cola de poliglutaminas (poli Q)  
(Figura 9).  
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Las proteínas de la familia p160 desempeñan más funciones en la 
regulación celular de las que en principio se pensaban. De esta manera, cambios 
en los niveles y actividades de estos coactivadores podrían alterar en gran medida 
los niveles de expresión de muchos genes y, en consecuencia, afectar numerosos 
procesos celulares. 
 
3.2 Funciones fisiológicas de AIB1. 
 
La mayor parte del conocimiento que hoy se tiene sobre el papel de AIB1 
en la fisiología viene directamente del estudio de modelos animales. Mediante 
técnicas de inmunohistoquímica se ha demostrado que AIB1 se expresa en 
Figura 9. Dominios estructurales de las proteínas SRC. La región aminoterminal contiene el 
dominio bHLH/PAS que corresponde con el dominio más conservado; S/T, región rica en 
serinas y treoninas; 1-9, motivos LXXLL; RID, dominio de interacción con receptores nucleares; 
CID, dominio de interacción a CBP/p300; HAT, actividad histona acetiltransferasa intrínseca; Q, 
cadena de poliglutaminas; AD-1, dominio de activación transcripcional 1; AD-2, dominio de 
activación transcripcional 2. En la parte inferior de la figura se representan las zonas de 
interacción con diversas proteínas reguladoras y factores de transcripción. Adaptada de (Ferrero 
and Font de Mora 2012). 
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ovocitos, musculatura lisa del oviducto, epitelio de la vagina, glándula mamaria, 
músculo liso de los vasos sanguíneos y del intestino, hepatocitos, hipocampo, 
bulbo olfatorio y en la capa granular interna del cerebelo de ratones (Xu et al. 
2000). Como se puede apreciar, algunos de estos tejidos están relacionados con 
respuesta a hormonas, lo que sugiere que AIB1 tiene una función importante en la 
respuesta endocrina. Mediante el uso de modelos animales deficientes en AIB1 se 
ha comprobado que este coactivador está implicado en diversas funciones 
biológicas. 
 
AIB1 durante el desarrollo 
 
Los ratones knockout para AIB1 (SRC-3-/-) muestran un retraso en el 
crecimiento y los adultos tienen un tamaño corporal reducido. En las hembras la 
función reproductora está disminuida y el desarrollo de la glándula mamaria 
retrasado (Wang et al. 2000; Xu et al. 2000). Estos efectos son reproducibles en 
ratones knockout condicionales de SRC-3 (SRC-3del/del), generados tras el cruce 
de ratones con los exones 11 y 12 (correspondientes al dominio RID) de SRC-3 
flanqueados por secuencias loxP (SRC-3loxP/loxP) con ratones transgénicos de Cre 
(Ella-Cre) (Liu et al. 2008b). 
A diferencia de los ratones SRC-3-/-, los ratones SRC1-/- y TIF2-/- exhiben 
un crecimiento normal, indicando funciones específicas para los diferentes 
coactivadores p160. 
 
Papel de AIB1 en la función reproductora 
 
En machos SRC-3-/- la función reproductora se halla ligeramente reducida. 
Sin embargo, las hembras deficientes en AIB1 muestran un desarrollo anormal en 
su sistema reproductor. En primer lugar, la maduración sexual está retrasada, 
debido probablemente a los bajos niveles de estrógenos en las hembras de todas 
las edades. Por otro lado, la ovulación está disminuida, el ciclo estral es más largo, 
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con lo que existe una menor frecuencia de embarazos y las camadas son más 
pequeñas (Wang et al. 2000; Xu et al. 2000). 
 
Función de AIB1 en el metabolismo 
 
Los ratones SRC-3-/- presentan un mayor gasto energético debido a un 
aumento de la actividad mitocondrial en el tejido adiposo pardo y músculo 
esquelético, además de tener un peso corporal disminuido (Coste et al. 2008). 
Esto es debido a que AIB1 regula la expresión de la histona acetiltransferasa 
GCN5 que acetila e inhibe la actividad de PGC-1 α (coactivador de PPARγ 1), el 
cual es importante en la termogénesis adaptativa y en el metabolismo de la 
glucosa. La ingesta calórica induce la expresión de AIB1, lo que resulta en una 
inhibición de PGC-1α y del gasto energético. Por el contrario, la restricción calórica 
reduce los niveles de AIB1, aumentando la actividad de PGC-1α y, por tanto, el 
gasto energético (Coste et al., 2008). Además, AIB1 es un regulador crítico en el 
desarrollo del tejido adiposo blanco (Louet et al. 2006). En ausencia de AIB1, la 
diferenciación de los adipocitos está impedida debido a la reducción de la 
actividad de los factores de transcripción C/EBPα y δ y, en consecuencia, a la 
disminución de la expresión de PPARγ2, factor de transcripción esencial en la 
adipogénesis. 
Por otro lado, los ratones con mutaciones en cuatro de los sitios de 
fosforilación conservados de AIB1, muestran un peso corporal incrementado, 
mayor adiposidad y reducida sensibilidad periférica a insulina (York et al. 2010). 
 
AIB1 y su función en la proliferación tiroidea 
 
Mutaciones en el receptor β de la hormona tiroidea (TRβ) producen 
resistencia a la hormona tiroidea (RTH) y limitación en el crecimiento. El modelo 
murino TRβPV se ha usado para estudiar el proceso de RTH, ya que los ratones 
de esta línea son portadores de una mutación encontrada previamente en 
humanos. La eliminación de AIB1 en estos ratones restauró parcialmente la 
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disfunción del eje pituitario-tiroideo, reduciendo el crecimiento tanto de la glándula 
pituitaria como de la tiroidea. Sin embargo, la ganancia de peso en los ratones 
empeoró. Este estudio identifica a AIB1 como modulador de las manifestaciones 
fenotípicas producidas por la RTH. Su acción resultó dependiente de tejido, y la 
doble función observada en el eje pituitario-tiroideo y en el crecimiento corporal 
puede ser explicada por un lado por su papel como corregulador de receptores y 
por otro, por su activación de la ruta IGF-I/PI3K/AKT/mTOR (Ying et al. 2005). 
 
Función de AIB1 en la proliferación de cardiomiocitos 
 
El uso de ratones con deleción específica en cardiomiocitos de SRC-1 y 
SRC-3 (modelo knockout condicional) ha permitido examinar los patrones de 
expresión espaciales y temporales de SRC-1 y SRC-3 en el desarrollo del corazón 
y sus funciones en la miocardiopatía no compactada (NCC), una enfermedad 
congénita del corazón que causa disfunción ventricular y alta tasa de mortalidad 
en niños. SRC-1 y SRC-3 son necesarios para la proliferación y diferenciación de 
cardiomiocitos en los estadios de desarrollo más tempranos, y su disfunción causa 
anormalidades similares a la NCC en los corazones de ratones recién nacidos y 
adultos (Chen et al. 2015). 
 
Función de AIB1 en el proceso inflamatorio 
 
En macrófagos, AIB1 tiene una nueva función citoplásmica por la cual 
activa a los silenciadores de la traducción TIA-1 y TIAR, inhibiendo de este modo 
la traducción de citoquinas  con la posterior inhibición de la traducción de 
citoquinas proinflamatorias. Este efecto fue inicialmente observado en los 
macrófagos de ratones SRC-3-/-. Estas células producían de manera significativa 
una mayor cantidad de IL-6, IL-1β y TNF-α en respuesta a endotoxicidad, aún 
cuando los niveles de sus RNA mensajeros (mRNA) permanecían inalterados. 
Este resultado indica que AIB1 tiene una función protectora frente al choque 
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séptico desencadenado por una respuesta inflamatoria aguda (Li et al. 2012; Yu et 
al. 2007). 
 
Función de AIB1 en la hematopoyesis 
 
En ratones deficientes en AIB1 (SRC-3-/-) se ha visto que la 
hematopoyesis está afectada. La ausencia de AIB1 provoca un descenso de las 
plaquetas y un aumento en el número de linfocitos, de manera que con la edad se 
puede incluso llegar al desarrollo de linfomas de células B (Coste et al. 2006). Por 
tanto, AIB1 tiene un papel antiproliferativo en el sistema linfoide. 
 
Papel de AIB1 en la pluripotencialidad 
 
AIB1 tiene un papel crucial en activar la transcripción de células madre 
embrionarias (ESC), al facilitar localmente un estado desplegado de la cromatina y 
servir de proteína de base sobre la que reclutar a la maquinaria de transcripción 
basal. AIB1 es un miembro clave en los circuitos transcripcionales que regulan la 
pluripotencialidad, convirtiéndose por tanto en un coactivador importante no solo 
en células somáticas y tumorales, sino también en el contexto de los estadios 
iniciales del desarrollo (Percharde and Azuara 2013). 
 
Función de AIB1 en la vasoprotección dependiente de estrógenos 
 
AIB1 también se expresa en el músculo liso de los vasos sanguíneos y en 
las células endoteliales. Se ha visto que este coactivador puede facilitar los efectos 
vasoprotectores mediados por ER a través de la inhibición de la formación de la 
neoíntima tras el daño vascular (Percharde and Azuara 2013). 
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Función de AIB1 en la angiogénesis 
 
Ya que parte de esta tesis se centra en esta función de AIB1, vamos a 
detallar en primer lugar en qué consiste el proceso de angiogénesis y con qué 
genes está relacionado. 
La angiogénesis es el proceso fisiológico que consiste en la formación de 
vasos sanguíneos nuevos a partir de los ya existentes mediante ramificación. Es 
un fenómeno necesario durante el desarrollo embrionario y el crecimiento del 
organismo en la infancia. Durante la edad adulta, el proceso de angiogénesis se 
detiene con dos excepciones, la cicatrización de heridas y la menstruación. Sin 
embargo también es un proceso fundamental en la progresión tumoral. El 
mediador clave en la angiogénesis es VEGF (VEGF-A), que pertenece a la familia 
de ligandos VEGF. En esta familia se incluyen: VEGF-A (el más relevante en 
angiogénesis), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-E y PIGF (factor de crecimiento 
placentario). Las funciones fisiológicas en las que participa VEGF se resumen en 
la Tabla 1: 
 
 
Tabla 1. Descripción de los procesos fisiológicos en los que participa VEGF (Ferrara, 
Gerber, LeCouter 2003).  
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La expresión de VEGF está regulada por varios factores que incluyen la 
hipoxia, el pH, factores de crecimiento, la transformación celular, hormonas, 
citoquinas y oncogenes (Ferrara 2010). Cuando se requiere activar el proceso de 
angiogénesis en un tejido, se libera este factor de crecimiento que puede unirse a 
varios receptores con actividad tirosina quinasa en las células endoteliales: 
VEGFR1, VEGFR2 y neuropilina-1. Los efectos biológicos del VEGF en 
angiogénesis son ejercidos principalmente por medio de la unión al receptor 2, el 
cual tiene la mayor actividad tirosina quinasa. Tras la unión al ligando, el VEGFR2 
dimeriza y se inicia una cascada de transducción de señales intracelulares que 
posibilitan la proliferación, supervivencia y migración de las células endoteliales. 
La expresión de VEGFR2 está estimulada por el propio VEGF (Figura 10). 
 
 
 
 
 
Figura 10. Factores que estimulan la producción de VEGF. La unión de VEGF a sus 
receptores inicia la cascada de señalización que da lugar a la formación de nuevos vasos 
sanguíneos. Imagen tomada de www.anti-vegf.com (2008). 
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La angiogénesis también es un proceso muy importante en patogénesis 
(Tabla 2). La enfermedad en la que mejor se ha estudiado y comprendido el VEGF 
es sin duda el cáncer, donde se sabe que el VEGF desempeña un papel decisivo 
en el desarrollo tumoral. Cuando el tumor supera los 2 mm de diámetro, ya no 
recibe suficientes nutrientes por simple difusión y necesita nuevos vasos 
sanguíneos. La sobreexpresión del VEGF por las células tumorales estimula la 
angiogénesis que permite que el tumor se disemine escapando a los mecanismos 
de control normales del organismo. 
 
 
En la glándula mamaria se ha visto que existe una regulación de VEGF y 
sus receptores en roedores durante pubertad, embarazo, lactancia e involución. 
Esto es coherente con el hecho de que la glándula mamaria es un órgano que 
sufre constantes procesos de crecimiento e involución en el desarrollo postnatal 
(Pepper et al. 2000). En lo referente a procesos patológicos en la glándula 
mamaria, se ha descrito que VEGF está sobreexpresado en cáncer de mama y es 
crítico para los primeros estadios de la enfermedad (Yoshiji et al. 1996). VEGF 
contribuye al crecimiento tumoral por dos vías: la paracrina, a través de la cual el 
VEGF producido por las células cancerosas actúa en las células endoteliales 
Tabla 2. Descripción de las patologías en las que está involucrado VEGF (Ferrara, Gerber, 
LeCouter 2003).  
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incrementando la vascularización, y la autocrina, por la que las células cancerosas 
secretan VEGF que contribuye a su propia proliferación y supervivencia. Este 
mecanismo de señalización autocrino ha sido observado en estudios con modelos 
animales que sobreexpresan VEGF (Schoeffner et al. 2005) y en líneas celulares 
de cáncer de mama y cultivos primarios obtenidos de tumores de mama humanos, 
en los que se ha detectado expresión y activación del receptor VEGFR1 (Lee et al. 
2007)  y de VEGFR2 (Weigand et al. 2005). 
 
En cuanto a la función de AIB1 en angiogénesis, cuando comenzamos a 
trabajar en este proyecto no se había publicado nada al respecto. Existían muchos 
estudios sobre la influencia de AIB1 en el crecimiento normal y canceroso de 
células epiteliales, pero poco había sido descrito sobre su función en las células 
del estroma. Sin embargo, estudios recientes apuntan a que AIB1 participa en el 
proceso de angiogénesis. 
En primer lugar, la eliminación de AIB1 en células endoteliales humanas 
de cordón umbilical (HUVEC), provoca una disminución de la proliferación y la 
migración necesarias para que funcionen correctamente creando la monocapa que 
recubre un vaso sanguíneo. Mediante el uso de ratones SRC-3+/- y SRC-3-/- se ha 
comprobado que para una cicatrización correcta es necesaria la presencia de los 
dos alelos de SRC-3 y que AIB1 interacciona con la señalización de FGF (factor 
de crecimiento fibroblástico) para regular este proceso. Los ratones SRC-3+/- ya 
presentan una neoangiogénesis y reparación del tejido muy defectuosa, y esto no 
empeora al delecionar el otro alelo de SRC-3 (SRC-3-/-). Los ratones SRC-3-/- son 
viables tras el nacimiento y no tienen un fenotipo vascular diferente, sin embargo, 
se ha visto que la fertilidad y el número de crías por parto es menor. Esto puede 
deberse a una pobre implantación uterina de los embriones, proceso que requiere 
un recubrimiento del útero con vasos sanguíneos. La defectuosa cicatrización de 
los ratones SRC-3+/- es evidente a distintos niveles además del histológico. A nivel 
de expresión génica, los niveles de FGFR1, FGFR3, FGF10 y FGFBP3 se reducen 
comparando con ratones SRC-3+/+. El reclutamiento de células inflamatorias como 
macrófagos y monocitos hacia el tejido dañado también es menor, al igual que la 
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detección de VEGF-A por inmunohistoquímica. Por último, la actividad de las 
metaloproteasas (necesaria para el remodelado de la matriz extracelular) se 
mantiene igual tras la herida e incluso decrece progresivamente en los ratones 
SRC-3+/- (Al-Otaiby et al. 2012). 
AIB1 es un coactivador de factores de transcripción como AP-1 y SP1 
(Liao et al. 2002; Mussi et al. 2006). A su vez SP-1 es un factor de transcripción 
importante en la regulación de la expresión de VEGFR2 (Meissner et al. 2004). 
Recientemente se ha demostrado que AIB1 se une a SP1 para activar la 
transcripción de VEGFR2 (Wang et al. 2014a). La formación de este complejo 
transcripcional es promovida por ERK3, la cual fosforila y activa a AIB1 (Long et al. 
2012). 
 
3.3 Papel de AIB1 en el inicio y progresión tumoral. 
 
La sobreexpresión de AIB1 se ha relacionado con cáncer en humanos y 
en ratones. AIB1 se identificó inicialmente como un gen amplificado en la región 
cromosómica humana 20q12 en cánceres de mama y ovario (Anzick et al. 1997). 
Actualmente se ha detectado amplificación del gen y/o sobreexpresión de la 
proteína en numerosos tipos de cáncer: de mama (Anzick et al. 1997), de ovario 
(Tanner et al. 2000), de endometrio (Sakaguchi et al. 2007), de esófago             
(Xu et al. 2007), gástrico (Sakakura et al. 2000), pancreático  (Guo et al. 2014; 
Henke et al. 2004), hepático (Xu et al. 2010), de próstata (Tien et al. 2014; Zhou et 
al. 2005), colorrectal (Mo et al. 2014; Xie et al. 2005), de vejiga (Luo et al. 2008), 
nasofaríngeo (Liu et al. 2008a), de pulmón (Cai et al. 2010), meningiomas (Carroll 
et al. 2000), prolactinomas (Carretero et al. 2013). 
El papel de AIB1 en la iniciación tumoral ha sido ampliamente estudiado. 
Se han empleado numerosos modelos murinos para intentar entender la función 
de AIB1 en cáncer, sobre todo de mama. Los ratones que sobreexpresaban AIB1 
en el epitelio mamario bajo el control del promotor MMTV, desarrollaban lesiones 
hiperplásicas y mayor incidencia de tumores en la glándula mamaria (Torres-
Arzayus et al. 2004). El análisis de estos tejidos reveló que AIB1 funcionaba como 
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un oncogén activando la vía de señalización IGF-I/PI3K/AKT al aumentar los 
niveles de IGF-I circulantes. Por otra parte, también se generó el modelo murino 
que expresaba la isoforma truncada de AIB1 (AIB1-∆3) bajo el control del promotor 
de expresión constitutiva CMV (Tilli et al. 2005). Aunque no se observaron 
tumores, estos ratones mostraban hiperplasia de la glándula mamaria y niveles 
aumentados de ciclina D1 y de IGF-IR. En nuestro laboratorio también se creó un 
modelo transgénico que expresaba niveles moderados de AIB1 con objeto de 
estudiar los primeros eventos que ocurren en cáncer de mama. Al igual que en el 
modelo AIB1-∆3, los ratones no generaron tumores. Sin embargo, se observó una 
mayor hiperplasia mamaria durante el inicio de la pubertad, sugiriendo que la 
sobreexpresión de AIB1 podía representar uno de los cambios preneoplásicos en 
el tejido mamario (Avivar et al. 2006). En consonancia con estos resultados, 
ratones knockout para AIB1 y portadores del oncogén Ras (SRC-3-/-/MMTV-v-ras) 
presentaban una menor incidencia de tumores en la glándula mamaria que los 
ratones portadores tanto de AIB1 como de Ras (SRC-3+/+/MMTV-v-ras) (Kuang et 
al. 2004). En la misma línea, la deleción de AIB1 en ratones tratados con el 
carcinógeno dimetilbenz[α]antraceno (DMBA), ejerció un efecto protector frente a 
la carcinogénesis de la mama (Kuang et al. 2005). Por otra parte, en los ratones 
transgénicos de oncogenes conocidos que sí generan tumores, la pérdida de AIB1 
disminuye la incidencia tumoral y bloquea las metástasis, como MMTV/v-Ha-ras 
(Kuang et al. 2004) y MMTV-Neu en mama (Fereshteh et al. 2008), TRAMP en 
próstata (Chung et al. 2007) y TRβPV/PV en tiroides (Ying, Willingham, Cheng 
2008). Estos resultados sugieren que el bloqueo de la función de AIB1 podría ser 
una buena aproximación para suprimir la tumorigénesis. Por lo tanto, conocer los 
factores que influencian los niveles y la actividad de este coactivador es de gran 
importancia a la hora de determinar el potencial oncogénico de un tejido. 
Como un regulador clave en el crecimiento celular y el desarrollo del 
organismo, AIB1 funciona como nexo entre muchas rutas de señalización 
intracelulares que son críticas para el inicio del tumor y la posterior metástasis 
(Figura 11). 
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3.3.1 Señalización dependiente de hormonas. 
 
Las hormonas sexuales tales como estrógenos, andrógenos y 
progesterona afectan al crecimiento y la función de los órganos reproductores, al 
desarrollo de las características sexuales y a patrones de comportamiento en los 
animales. Sin embargo, estas hormonas también están implicadas en 
enfermedades como el cáncer de mama, ovario, endometrio y próstata. Dado que 
las hormonas esteroideas ejercen su función a través de receptores nucleares y 
AIB1 es un coactivador de estos, es razonable pensar que la sobreexpresión de 
AIB1 junto con una alta exposición a esteroides resulta en una mayor actividad de 
los receptores nucleares. En este sentido, la amplificación y la sobreexpresión de 
Figura 11. AIB1: un gen coordinador de varias rutas de señalización. AIB1 puede coactivar 
tanto a receptores nucleares como a otros factores de transcripción, incluso reprimir a genes 
supresores de tumores como DRO1. AIB1 promueve progresión del ciclo celular al coactivar a 
E2F1 y activar a AKT. AIB1 activa la transcripción de IGF-I y EGF, promoviendo la fosforilación 
de IGF-IR, EGFR, HER2 y AKT, e induce tumorigénesis. Por otra parte, AIB1 inhibe la apoptosis 
al activar la ruta de NF-κB y al reprimir genes proapoptóticos como DRO-1. Además, promueve 
invasión y metástasis al coactivar a AP-1 y PEA3 y al activar a FAK. Figura modificada de (Ma 
et al. 2011). 
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AIB1 han sido correlacionadas con la presencia de receptor de estrógenos (ER) y 
de receptor de progesterona (PR) en cáncer de mama y de ovario (Bautista et al. 
1998; Kurebayashi et al. 2000; Tanner et al. 2000). Se ha demostrado que AIB1 y 
ER se asocian y de hecho colocalizan en los núcleos de células positivas para ER 
(Azorsa, Cunliffe, Meltzer 2001), donde AIB1 se requiere para la unión de ER a los 
promotores de sus genes diana. El tratamiento con 17-β-stradiol induce un 
incremento en la ocupación de los promotores de los genes CATD, pS2 y c-Myc 
por parte de AIB1 y ER en células MCF-7, por el contrario la supresión de AIB1 
con RNA de interferencia disminuye la asociación entre ER y estos promotores 
(Shang et al. 2000). Por el contario, la deleción de AIB1 en células MCF-7 redujo 
la proliferación dependiente de estrógenos al disminuir la capacidad de estas 
hormonas de inhibir la apoptosis (List et al. 2001). De este modo se ha postulado 
que AIB1 está implicado en la progresión del cáncer al sobreestimular la función 
de ER. De hecho, se ha observado que durante la tumorigénesis de cáncer de 
mama hay un aumento significativo de la señalización de ER en tumores ER 
positivos. Esto se debe a un incremento en los niveles de expresión de factores 
que activarían su función (Murphy et al. 2000). Hay que destacar que la isoforma 
AIB1-∆3 tiene una mayor eficacia a la hora de activar a ERα, probablemente, 
porque al perder el dominio bHLH/PAS está más disponible para los receptores 
nucleares. Los tumores que sobreexpresan esta isoforma pueden presentar una 
mayor proliferación celular inducida por estrógenos (Reiter et al. 2004). Estas 
observaciones sugieren que la sobreexpresion de AIB1 contribuiría a la 
tumorigénesis al sobreestimular la transcripción mediada por los receptores 
esteroideos. Sin embargo, aunque es probable que niveles elevados de AIB1 
contribuyan a la progresión del cáncer a través de este mecanismo en tumores 
endocrinos, la sobreexpresión de AIB1 también ha sido observada en tumores y 
líneas celulares ER, PR y AR negativos (Bouras, Southey, Venter 2001), 
sugiriendo que existen mecanismos independientes de hormonas en el proceso 
cancerígeno estimulado por AIB1.  
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3.3.2 Señalización independiente de hormonas. 
 
Ruta IGF/PI3K/AKT 
 
Entre las diferentes rutas con las que interacciona AIB1, la ruta de        
IGF-I/PI3K/AKT ha sido la más estudiada y la mejor caracterizada. Modelos 
animales y estudios en tumores humanos y líneas celulares han demostrado que 
AIB1 está implicado en la regulación de la actividad de AKT y en los niveles de 
expresión de componentes de la ruta IGF/PI3K/AKT, implicada en el control de 
diversos procesos biológicos, como el metabolismo, la supervivencia celular y la 
proliferación (Franke 2008). La relación de AIB1 con esta vía de señalización 
celular se detallará más adelante en el apartado 5 de la Introducción. 
 
Ruta ErbB/HER 
 
Varios estudios han demostrado el papel clave que juegan los receptores 
tirosina quinasa en la formación y la progresión del cáncer. En oncología la familia 
ErbB/HER es una de las rutas de señalización tirosina quinasa más importantes 
(Holbro, Civenni, Hynes 2003). La familia HER también conocida como familia 
EGFR está compuesta por 4 miembros principales, conocidos con el nombre de 
EGFR/HER1/ERBB1, HER2/neu/ERBB2, HER3/ERBB3 y HER4/ERBB4 (Lemmon, 
Schlessinger, Ferguson 2014). La unión de estos receptores a factores de 
crecimiento epidérmico (EGF) inicia una cascada de activación de diversas 
quinasas que finaliza en la expresión de numerosos genes que median procesos 
celulares como la proliferación, la diferenciación, la migración y la apoptosis 
(Holbro, Civenni, Hynes 2003).  
Se ha observado una correlación entre la sobreexpresión de AIB1 y 
HER2/neu en tumores de mama (Bouras, Southey, Venter 2001; Thorat et al. 
2008). Además, AIB1 es una diana para las quinasas activadas por EGFR tales 
como ERK1/2 y c-Abl (Font de Mora and Brown 2000; Oh et al. 2008). 
Recientemente también se ha visto que ERK3, un miembro más desconocido de 
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esta familia de quinasas, también fosforila y activa a AIB1 (Long et al. 2012). La 
fosforilación de AIB1 por estas quinasas promueve su localización nuclear y 
estimula la transactivación de ERα al aumentar la interacción con CBP/p300. Por 
otro lado tanto AIB1 como la isoforma AIB1-∆3 pueden potenciar la señalización a 
través de HER2/neu al aumentar sus niveles de fosforilación (Fereshteh et al. 
2008; Lahusen et al. 2007). De hecho se crea una retroalimentación positiva en la 
cual AIB1 aumenta la señalización de HER2/neu y esta a su vez estimula la 
función de AIB1 como coactivador. La sobreexpresión de AIB1 podría constituir un 
mecanismo de resistencia a fármacos inhibidores de la actividad de HER2/neu 
como trastuzumab (herceptina). En algunos casos, esta resistencia se ha atribuido 
a la señalización por IGF-IR, la cual es promovida por AIB1 (Nahta et al. 2005).  
 
Ruta NF-κB  
 
Los factores nucleares κB comprenden una familia de factores de 
transcripción implicados en la expresión de genes que controlan la respuesta 
inmune e inflamatoria además del ciclo celular y la apoptosis (Perkins 2007). Los 
factores NF-κB son dímeros de proteínas que cuando están inactivas se 
encuentran retenidas en el citosol por proteínas inhibidoras conocidas como IκB. 
La exposición de la célula a citoquinas, como la interleuquina-1 (IL-1) o el factor de 
necrosis tumoral α (TNF-α), lleva a la activación del complejo quinasa IκB 
(complejo IKK) que fosforila a IκB, provocando su degradación. Una vez liberado 
del complejo inhibidor, NF-κB es translocado al núcleo donde transactivará la 
expresión de numerosos genes. Por un lado, AIB1 puede interaccionar y potenciar 
la trancripción mediada por NF-κB (Werbajh et al. 2000), pero además, en 
respuesta a TNF- α, el complejo IKK puede fosforilar a AIB1 desencadenando su 
translocación al núcleo donde encuentra y coactiva a NF-κB (Wu et al. 2002). El 
tratamiento con estrógenos también aumenta la fosforilación de AIB1 (Wu et al. 
2004; Zheng et al. 2005). Se ha demostrado que IKKα media la fosforilación tanto 
de AIB1 como de ERα en respuesta a estrógenos para activar la expresión de 
ciclina D1 y promover el ciclo celular (Park et al. 2005).  
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Cabe destacar que IKK también puede activarse por AKT, dando lugar a la 
activación de NF-κB (Ozes et al. 1999). Debido a que la sobreexpresión de AIB1 
aumenta la actividad AKT, éste podría representar otro posible mecanismo por el 
cual AIB1 promovería la expresión de la ciclina D1 y la progresión en el ciclo 
celular. 
 
Ruta Rb/E2F1  
 
El ciclo celular en mamíferos es un proceso orquestado por la expresión y 
activación de una serie de genes que forman un entramado altamente organizado 
y regulado. La ruta Rb/E2F1 regula la transición de la fase del ciclo celular G1 a S 
y constituye un mecanismo regulador clave en el ciclo celular (Fang and Han 
2006). La desregulación de cualquier proceso que controle el ciclo celular está 
frecuentemente asociada con anomalías en el crecimiento incluyendo cáncer. 
AIB1 juega un papel importante en la progresión del ciclo celular como coactivador 
de E2F1. De este modo, AIB1 promueve proliferación celular al estimular la 
expresión de genes de respuesta a E2F1 como ciclina A, ciclina E, ciclina B, Cdk2, 
p107 y el propio E2F1 (Louie et al. 2004). El aumento de la proliferación ocurre 
incluso en presencia de compuestos antiestrogénicos, indicando de nuevo que 
AIB1 puede funcionar de modo independiente de hormonas esteroideas. Mediante 
ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) se ha observado que el 
complejo E2F1/AIB1 es reclutado al propio promotor de AIB1, sugiriendo una 
retroalimentación positiva que mantiene elevados los niveles de AIB1 y E2F1 
(Louie et al. 2006; Mussi et al. 2006).  
 
3.3.3 Influencia de AIB1 en genes supresores de tumores. 
 
Recientemente estudios realizados en nuestro grupo han decubierto que 
AIB1 actúa como un regulador negativo de la expresión del factor proapoptótico 
DRO1 (Ferragud et al. 2011), un gen supresor de tumores que se ha visto 
reprimido por otros oncogenes en cáncer de colon y páncreas (Bommer et al. 
                                                                                        INTRODUCCIÓN 
49 
 
2005). DRO1 juega un papel importante en adipogénesis al regular negativamente 
la señalización de Wnt/β-catenina e inducir C/EBPα y PPARγ (Tremblay et al. 
2009). La expresión de DRO1 fue significativamente reducida en las células 
epiteliales mamarias de ratón y en células de mama humanas que 
sobreexpresaban AIB1 (Ferragud et al. 2011). Además, la expresión de DRO1 
disminuyó en células MCF-7 tratadas con estrógenos y aumentó cuando se 
trataron con tamoxifeno.  
Otro estudio identificó mediante ensayos de ChIP a una nueva proteína 
que interacciona con AIB1, el supresor de tumores 53BP1, una proteína de 
respuesta a daño en el DNA. AIB1 y 53BP1 ocupan la misma región del promotor 
del gen  BRCA1, y son necesarias para su expresión en células HeLa (Corkery et 
al. 2011). Estos resultados sugieren otro posible mecanismo por el que AIB1 
promueve el desarrollo de cáncer, a través de la represión de genes supresores de 
tumores (Chang and Wu 2012). 
 
3.3.4 Implicación de AIB1 en migración, invasión y metástasis. 
 
Para que la metástasis tenga lugar las células cancerosas necesitan 
adquirir la capacidad de migrar para invadir los tejidos cercanos, entrar en el 
torrente sanguíneo y poder llegar a tejidos distantes. Un evento importante en este 
proceso es la transición epitelio-mesénquima o EMT. Durante la EMT, las células 
epiteliales reprimen la expresión de E-caderina, lo que les hace perder la adhesión 
que existe entre ellas y adquirir capacidad de migración. Se conocen varios 
factores de transcripción, como Twist y Snail, que reprimen la expresión de esta 
caderina  (Huber, Kraut, Beug 2005; Yang et al. 2004). Sin embargo, para que la 
migración y la invasión sean posibles, las células también deben adquirir la 
capacidad de destruir barreras biológicas, como la membrana basal. Este 
propósito puede alcanzarse gracias a la acción de metaloproteasas (MMPs) que 
degradan proteínas de la matriz extracelular.  
La primera evidencia de que AIB1 participaba en migración celular e 
invasión surgió del estudio del ovario de la mosca de la fruta. Se demostró que 
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mutaciones en Taiman, ortólogo de AIB1 en Drosophila, causaba defectos de 
migración de las células del borde del ovario (Bai, Uehara, Montell 2000).  
Un estudio complementario reveló que las células MCF-7 (línea celular de 
cáncer de mama) respondían al tratamiento con 17-β-estradiol extendiendo 
lamelipodios y que este comportamiento era bloqueado en presencia de 
antiestrógenicos (DePasquale 1999). Estas observaciones indicaban que los 
esteroides podían estimular el comportamiento invasivo de las células.  
Un estudio reciente ha correlacionado a AIB1 con niveles elevados de 
Smad-2 (proteína efectora en la señalización por TGF-α) y los marcadores de 
EMT, β-catenina, Twist y vimentina (Kajiro et al. 2009). Por tanto, la 
sobreexpresión de AIB1 podría conferir una ventaja invasiva a través de la 
expresión de Twist.  
El estudio más relevante de la función de AIB1 en metástasis proviene del 
modelo murino transgénico MMTV-PyMT (modelo de cáncer de mama). La 
ausencia de AIB1 en los ratones transgénicos MMTV-PyMT redujo 
significativamente la metástasis hacia el pulmón desde los tumores mamarios (Qin 
et al. 2008). Estudios moleculares mostraron que AIB1 podía influir en los niveles 
de expresión de metaloproteasas (MMPs) que permiten a las células tumorales 
penetrar la matriz extracelular para invadir el estroma. En cultivos de células 
humanas MDA-MB-231 y células tumorales PyMT, AIB1 regula los niveles de 
MMP2 y MMP9 al coactivar al factor de transcripción PEA3 (miembro de la familia 
de factores de transcripción Ets).  
En células de cáncer de mama humanas MDA-MC-231, AIB1 también 
actúa como coactivador de AP-1 para promover la expresión de MMP7 y MMP10 
(Li et al. 2008). En cáncer próstata AIB1 coactiva simultáneamente a AP-1 y PEA3 
para aumentar la expresión de MMP2 y MMP13 (Yan et al. 2008). En células de 
cáncer de pulmón AIB1 es fosforilado por ERK3, lo que facilita su interacción con 
PEA3 para promover la transcripción de MMPs (Long et al. 2012). Recientemente, 
AIB1 también ha sido asociado a ER81 (otro miembro de la familia Ets). La 
interacción con este factor de transcripción promueve la expresión de MMP-1. En 
este proceso está implicado el receptor HER2/neu que activa a ER81 y a sus 
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coactivadores, AIB1 y p300, facilitando la transcripción mediada por este factor 
(Goel and Janknecht 2004).  
Estos datos indican que AIB1 claramente promueve invasión en cáncer al 
coactivar factores de transcripción que regulan la expresión génica de diferentes 
metaloproteasas. 
Por otra parte, se ha visto que la inhibición de la expresión de AIB1 
produce una alteración en la localización subcelular de la quinasa de adhesión 
focal (FAK) promoviendo la movilidad de las células de carcinoma ovárico 
(Yoshida et al. 2005). Por el contrario, la sobreexpresión de AIB1 estimula la 
activación de FAK y la invasividad en carcinoma de próstata (Yan et al. 2008).  
La isoforma de AIB1 que carece del exón 4 (SRC-3∆4) también ha sido 
implicada en la activación de metástasis. SRC-3∆4 es fosforilada en el citosol por 
la quinasa 1 activada por p21 (PAK-1), tras lo cual se dirige a la membrana 
plasmática donde actúa de puente entre EGFR y FAK (Long et al. 2010) activando 
la cascada de señalización EGF-FAK-cSrc que promueve la migración de las 
células cancerosas. 
 
3.3.5 Implicación de AIB1 en angiogénesis tumoral. 
 
Hace más de 150 años, Rudolf Virchow vio que el daño en un tejido y la 
reparación es parte del proceso maligno, de hecho, los tumores fueron descritos 
como “heridas que no cicatrizarán” (Virchow, 1863). A nivel celular y molecular, 
existen muchos paralelismos entre la cicatrización de una herida y los procesos 
que ocurren en el tumor y tejidos que lo rodean. Un componente importante de la 
curación de una herida es la formación de nuevos vasos sanguíneos, proceso que 
es finamente controlado por una serie de genes que se desregulan en los tumores. 
Actualmente, no se ha publicado ningún estudio que se centre 
exclusivamente en el papel de AIB1 en la angiogénesis tumoral. Sin embargo, 
existen indicios que llevan a pensar que AIB1 puede tener un papel importante en 
este evento inducido muy tempranamente en el proceso tumoral.  
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En primer lugar, recientemente se ha descrito que AIB1 es necesario para 
la cicatrización de heridas en ratones y para la correcta función de las células 
endoteliales (Al-Otaiby et al. 2012). AIB1 y la familia de ligandos FGF a la que 
coactiva, se han visto incrementados en el estroma de cáncer de mama, con lo 
que sería lógico pensar que AIB1 promoviera angiogénesis en el compartimento 
estromal. Por otro lado la deleción de AIB1 en ratones retrasa el desarrollo de los 
tumores inducidos por HER2/neu. Se cree que la limitación esta tumorigénesis 
podría deberse a una limitación de la expresión de AIB1 en el estroma (Fereshteh 
et al. 2008).  
En un modelo de cáncer de tiroides en el que se deleciona AIB1, se ha 
visto que los niveles de expresión de VEGF-A en las tiroides de los ratones 
deficientes en AIB1 se redujeron en un 40%, indicando que la deficiencia de AIB1 
podría suprimir la neovascularización al reprimir la expresión de VEGF-A (Ying, 
Willingham, Cheng 2008). Por último, AIB1 coopera con HIF-1α para activar la 
expresión de MIF, y HIF-1α es un factor de transcripción que se une al promotor 
de VEGF para activar su transcripción (Wu et al. 2012).  
 
3.3.6 Implicación de AIB1 en resistencia del tumor a quimioterapia y a 
terapia endocrina. 
 
AIB1 ha sido relacionado con la resistencia a agentes quimioterapéuticos. 
El tamoxifeno es un antagonista que compite con los estrógenos por la unión al 
receptor de estrógenos inhibiendo la interacción con coactivadores y la 
transcripción de genes diana (Shiau et al. 1998). El tamoxifeno ha sido la terapia 
endocrina estándar para mujeres con cáncer de mama ER positivo. Sin embargo, 
sólo el 50% de estas pacientes responden a la terapia con tamoxifeno (Osborne 
1998). Otras pacientes tratadas con tamoxifeno durante largos periodos de tiempo 
tienden a adquirir resistencia a la terapia. La resistencia a terapia endocrina a 
menudo se ha asociado con la activación de rutas de señalización de factores de 
crecimiento como la ruta EGFR (Osborne et al. 2005). Existe una correlación 
positiva entre la expresión de AIB1 y los niveles proteicos de la familia HER en 
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pacientes con cáncer de mama recurrente después del tratamiento con tamoxifeno 
(Osborne et al. 2003). Se ha demostrado que PAX2 compite con AIB1 por la unión 
y regulación de la transcripción de HER2. Una expresión elevada de AIB1 se ha 
asociado con una tasa elevada de recurrencia de tumores ER positivos en 
pacientes tratadas con tamoxifeno (Hurtado et al. 2008).  
Otro tipo de agente terapéutico endocrino, los inhibidores de aromatasa, 
actúan bloqueando la conversión de testosterona y androstenediona en 
estrógenos. Los inhibidores de aromatasa se usan para tratar a mujeres 
postmenopáusicas con cáncer de mama ERα positivo. Sin embargo, los tumores 
de mama con expresión elevada de HER2 y de AIB1 también pueden desarrollar 
resistencia a los inhibidores de aromatasa (McBryan et al. 2012). 
En un estudio clínico con líneas celulares de cáncer de próstata tratadas 
con Bortezomib (Velcade), un inhibidor del proteasoma con actividad 
anticancerígena, se encontró un incremento inesperado en la proliferación de las 
células tratadas que coincidía con elevados niveles de AIB1 y de AKT fosforilado. 
La eliminación de AIB1 disminuyó el nivel de AKT fosforilado. Estos datos sugieren 
que AIB1 puede contribuir a la quimiorresistencia en cáncer de próstata. (Ayala et 
al. 2008) 
También se ha relacionado a AIB1 con la inhibición de la autofagia, un 
mecanismo por el cual promueve quimiorresistencia y tumorigénesis. La autofagia 
o muerte celular programada tipo 2, es un proceso altamente regulado envuelto en 
numerosas funciones fisiológicas incluyendo reciclado de organelas y degradación 
proteica. Se ha propuesto que la supresión de la muerte por autofagia promueve el 
desarrollo de cáncer. Un estudio reciente ha identificado al factor inhibidor de la 
migración de macrófagos (MIF) como diana de AIB1. Este gen es un supresor de 
muerte por autofagia. La supresión de MIF o AIB1 en células de cáncer de mama 
MCF-7, reduce la viabilidad celular por activación de la autofagia. La reducción de 
la expresión de MIF se asocia con una tumorigénesis reducida y un aumento en la 
sensibilidad a agentes quimioterapéuticos como doxorubicina y etopósido. AIB1 
coopera con HIF-1α para activar la expresión de MIF. La supresión de la autofagia 
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se postula como un nuevo mecanismo por el cual AIB1 incrementa la 
quimiorresistencia y tumorigénesis (Wu et al. 2012). 
AIB1 juega un papel importante en la resistencia a estrés citotóxico. Se ha 
visto que la expresión de AIB1 está positivamente correlacionada con la del factor 
4 asociado al receptor de TNF (TRAF4) en cánceres de mama humanos. De un 
modo similar a lo que sucede en células de cáncer de mama que sobreexpresan 
AIB1, las células que sobreexpresan TRAF4 son más resistentes a la muerte 
inducida por estrés. La sobreexpresión de AIB1 y TRAF4 disminuye los niveles de 
la proteína p53 inducida por estrés citotóxico, y la expresión de genes 
proapoptóticos regulados por p53 (Yi et al. 2013). 
 
Con todo ello, mediante la integración de todas estas vías de señales 
celulares implicadas en el inicio y progresión tumoral, AIB1 juega una función 
pleiotrópica de las funciones biológicas necesarias para la progresión del cáncer 
(Figura 12).  
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3.3.7 Regulación de los niveles y actividad de AIB1 a nivel 
postraduccional. 
 
La expresión de AIB1 y sus niveles de proteína pueden ser regulados a 
tres niveles: transcripción, traducción y degradación proteica.  
Figura 12. AIB1 como mediador de las funciones adquiridas por los tumores. Dependiendo 
del contexto celular, AIB1 puede coactivar a diferentes receptores nucleares y factores de 
transcripción para promover el desarrollo tumoral. Coactiva a receptores nucleares y a E2F1 
para promover crecimiento y división celular. Coactiva a AP-1 y activa la ruta IGF-I/AKT para 
facilitar la expansión tumoral. AIB1 también es un factor pro-metastásico, coactivando a PEA3 y 
AP-1 y sirviendo como adaptador para FAK, para aumentar la expresión de metaloproteasas. 
También se une a NFκB promoviendo inflamación y aumenta la expresión de MIF a través del 
factor de transcripción HIF, contribuyendo a la quimiorresistencia y la angiogénesis mediante la 
ruta FGF. Las flechas sólidas indican interacción directa o rutas conocidas, mientras que las 
flechas punteadas indican interacción indirecta (Tien and Xu 2012). 
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A nivel de RNA mensajero (mRNA), el promotor de AIB1 se encuentra 
regulado por los factores de transcripción E2F1 y SP1. Mediante ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) se ha observado que el complejo 
E2F1/AIB1 es reclutado al propio promotor de AIB1, sugiriendo una 
retroalimentación positiva que mantiene elevados los niveles de AIB1 y E2F1 
(Louie et al. 2006; Mussi et al. 2006). Este resultado podría explicar un mecanismo 
para conseguir altos niveles de AIB1 independientemente de su amplificación 
génica. 
Los estrógenos también pueden regular los niveles totales de mRNA de 
AIB1. En células MCF-7 se ha visto que el 17-β-estradiol bloquea la transcripción 
de AIB1 y que esta inhibición es revertida tras la adición de antiestrogénicos o de 
ácido retinoico (Lauritsen et al. 2002). Este efecto puede tener gran importancia 
para la progresión del cáncer y para explicar la resistencia endocrina al aumentar 
los niveles de AIB1 en presencia de antiestrogénicos.  
A nivel traduccional, AIB1 puede ser regulado por microRNAs (miRNAs) 
endógenos. Los miRNAs son pequeñas moléculas de RNA de simple cadena que 
bloquean la expresión de los RNAs para los que son complementarios, inhibiendo 
la traducción a proteína. El estudio de microRNAs está cobrando mucha 
importancia en los últimos años, ya que pueden convertirse en potenciales 
fármacos anticancerígenos. El estudio del perfil de microRNAs para definir 
molecularmente a cada tumor en cáncer de mama, y poder con ello individualizar 
la terapia, ya se está estudiando actualmente en pacientes con cáncer de mama 
triple negativo (Pena-Chilet et al. 2014).  
Se ha visto que el microRNA miR-17-5p inhibe la traducción de AIB1. 
Además, en líneas de cáncer de mama se han observado niveles reducidos de 
Mir-17-5p, coincidiendo con una expresión elevada de AIB1 (Hossain, Kuo, 
Saunders 2006). Este mismo microRNA se ha visto implicado en cáncer de colon. 
La introducción de miR-17-5p en células de cáncer de colon revirtió el efecto 
proliferativo ejercido por ERβ, mientras que su represión afecta a la muerte celular 
inducida por daño celular y a la regulación de los niveles de AIB1 (Edvardsson et 
al. 2013). 
                                                                                        INTRODUCCIÓN 
57 
 
Otro microRNA recientemente descrito que podría regular la expresión 
proteica de AIB1 en células de carcinoma hepatocelular es el miR-195 (Jiang et al. 
2014). Este mismo microRNA se había relacionado unos años antes con cáncer 
de mama. Se ha encontrado que los niveles de miR-195 están específicamente 
elevados en tumores de mama frente a otros tipos de cáncer, y se ha postulado 
como un potencial biomarcador para detectar cáncer de mama en estadios 
tempranos, no invasivos (Heneghan et al. 2010).  
Por último, recientemente se ha descrito que miR-137 regula la traducción 
de AIB1. La transfección de miR-137 en células de cáncer de mama, melanoma y 
cáncer de próstata, disminuyeron los niveles de proteína de SRC-1, SRC-2 y muy 
drásticamente de AIB1. Este micro-RNA está silenciado epigenéticamente en 
tejidos de cáncer humanos y líneas celulares. Estos resultados apoyan el 
desarrollo de terapias basadas en el uso de miR-137 contra la familia de 
oncogenes p160 en cáncer (Eedunuri et al. 2015). 
En cuanto a la regulación de AIB1 a nivel de proteína, diversos estudios 
han demostrado que las vías de señalización activadas por hormonas, citoquinas y 
factores de crecimiento inducen múltiples modificaciones postraduccionales en 
AIB1, incluyendo acetilación, ubicuitinación, sumoilación, metilación y fosforilación. 
Estas modificaciones, a menudo reversibles, pueden afectar la función de AIB1 al 
regular interacciones proteína-proteína, la localización subcelular de este 
coactivador y/o su estabilidad (York and O'Malley 2010). La fosforilación ha sido la 
modificación postraduccional más estudiada en AIB1, la cual está mediada por 
MAPKs, IKK, glucógeno sintasa quinasa (GSK3), caseína quinasa 1δ (CK1δ), 
PKCζ y c-Abl. Además de estas proteínas ya conocidas, recientemente se ha 
descrito que ERK3 también fosforila a AIB1 (Long et al. 2012).  
La regulación del recambio de AIB1 está mediada por las rutas de 
degradación del proteasoma (Lonard and O'Malley 2008). El proteasoma es un 
complejo proteico no lisosómico que se encarga de degradar proteínas dañadas, 
proteínas mal plegadas o proteínas cuya función ya no es necesaria para la célula 
eucariótica. El proteasoma 26S reconoce y degrada proteínas poliubicuitinadas. 
Se conocen 3 ubicuitina ligasas para AIB1: E6AP, Fbw7α y CHIP (Kajiro et al. 
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2009; Mani et al. 2006; Wu et al. 2007). Sin embargo, AIB1 también puede ser 
degradado por el proteasoma de manera independiente de ubicuitina y de ATP   
(Li et al. 2006). 
El gen supresor de tumores PTEN puede regular la ubicuitinación y de 
este modo la estabilidad proteica de AIB1. PTEN interacciona con AIB1 a través 
de su dominio fosfatasa y regula la actividad transcripcional de AIB1 al promover 
su degradación por el proteasoma. Este proceso no parece requerir la actividad 
fosfatasa de PTEN, sino que implica la interacción de PTEN con Fbw7 α (Yang et 
al. 2013).  
 
3.3.8 AIB1: potencial diana anticancerígena. 
 
Desde el descubrimiento y la caracterización de AIB1 en 1997 se han 
realizado numerosos estudios para correlacionar este coactivador con la 
progresión del cáncer y con la respuesta a las terapias endocrinas. Como factor 
pronóstico, los pacientes con tumores que sobreexpresan AIB1 presentan tiempos 
más cortos de supervivencia libre de enfermedad tras la extirpación del tumor 
(Zhao et al. 2003). La longitud de la cola de poliglutaminas (poliQ) de AIB1 puede 
ser un marcador que predice riesgo de padecer cáncer de ovario epitelial (Han et 
al. 2014). 
En cuanto a la resistencia a fármacos, la resistencia a tamoxifeno se ha 
relacionado con la expresión de AIB1 en las células tumorales junto a otras 
moléculas como HER2/neu (Osborne et al. 2003), ERα (Schiff et al. 2003) y el 
factor de transcripción PAX2 (Hurtado et al. 2008). AIB1 se considera predictor de 
recurrencia de cáncer de mama en pacientes tratadas con tamoxifeno 
(Tabarestani et al. 2014). También se ha relacionado con resistencia a inhibidores 
de aromatasa (McBryan et al. 2012) y a inhibidores del proteasoma como 
Bortezomib usado en cáncer de próstata (Ayala et al. 2008). Como AIB1 es 
necesario para la actividad oncogénica de HER2/neu y RAS (Kuang et al. 2004; 
Fereshteh et al. 2008), es razonable pensar que la disminución de los niveles y/o 
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la actividad de este coactivador podrían mejorar el éxito de las terapias dirigidas a 
bloquear la señalización mediada por HER2/neu y RAS en cáncer.  
Varias aproximaciones preliminares han sido desarrolladas para inhibir la 
acción de AIB1. En primer lugar, se ha tratado de buscar un modo de evitar la 
unión de AIB1 al ER y sus ligandos (Gunther et al. 2009). También se está 
valorando la posibilidad del uso de inhibidores de la unión de ER al DNA, como la 
disulfido benzamida (DIBA). Este compuesto bloquea la transactivación mediada 
por ERα, tanto dependiente como independiente de ligando, y bloquea el 
crecimiento celular de tumores resistentes a tamoxifeno (Wang et al. 2006). Estas 
moléculas podrían, por tanto, proporcionar una alternativa a la terapia endocrina 
convencional.  
Por otra parte en estos últimos años se han identificado dos posibles 
inhibidores selectivos de AIB1 y SRC-1: Bufalina y Gossypol. La bufalina es un 
glucósido cardiaco que se obtiene de la piel de los sapos. Esta pequeña molécula 
es un potente inhibidor de AIB1 y SRC-1 ya que promueve la degradación proteica 
y bloquea el crecimiento de las células tumorales a dosis nanomolares. Cuando la 
bufalina se incorpora a un sistema de entrega de naopartículas es capaz de 
reducir el crecimiento tumoral en un modelo murino de xenoinjerto de cáncer de 
mama (Wang et al. 2014b). Gossypol es un compuesto derivado de la planta del 
algodón que inhibe parcialmente la función de AIB1 y de SRC-1 en cultivos 
celulares de cáncer de mama, próstata, pulmón e hígado reduciendo 
selectivamente sus niveles proteicos (Wang et al. 2011). Gossypol puede unirse 
directamente a AIB1 y reducir sus niveles proteicos sin afectar al mRNA. También 
puede reducir los niveles de mRNA de Bcl-2. Identificado como un agente 
proapoptótico en células cancerosas, está siendo evaluado como agente 
terapéutico en ensayos clínicos, solo o en combinación con otros fármacos, en 
numerosos tipos de cáncer, incluyendo próstata y pulmón (Baggstrom et al. 2011). 
Estas terapias, junto con las basadas en microRNAs comentadas 
anteriormente, podrían representar un nuevo horizonte en la lucha contra el 
cáncer, diseñando terapias encaminadas a inducir la expresión de estos 
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microRNAs en tumores o diseñar sistemas de entrega de microRNAs sintéticos 
para disminuir la concentración celular de AIB1. 
 
4. Familia de factores de crecimiento tipo insulina (IGF) 
 
4.1 Componentes del sistema IGF 
 
Los factores de crecimiento tipo insulina (IGF) son una familia de potentes 
polipéptidos mitogénicos con propiedades importantes en crecimiento y 
diferenciación celular. Tienen un papel central en la progresión del ciclo celular y 
presentan actividad antiapoptótica. El sistema de señalización IGF juega un papel 
crítico en el crecimiento y desarrollo de muchos tejidos y regula el crecimiento en 
general, particularmente el crecimiento prenatal. Comprende varios ligandos (IGF-I 
e IGF-II), receptores de superficie celular incluyendo el receptor del factor de 
crecimiento tipo insulina-I (IGF-IR) y el receptor del factor de crecimiento tipo 
insulina-II (IGF-IIR), y seis proteínas de unión a IGF (IGFBP-1 a IGFBP-6). Los 
IGFBP afectan a la vida media y biodisponibilidad de los IGF en la circulación y 
fluidos extracelulares regulando su unión a los receptores. Las acciones biológicas 
de IGF-I e IGF-II son mediadas principalmente por la activación de IGF-IR. IGF-II 
también puede unirse a IGF-IIR y al receptor de insulina (IR) (Annunziata, Granata, 
Ghigo 2011).  
 
4.2 Estructura y función de IGF-IR 
 
IGF-IR está codificado por un gen de 100 Kb que contiene 21 exones 
localizados en el brazo distal del cromosoma 15. El transcrito de 11 Kb del IGF-IR 
se traduce en una proteína precursora de 1367 aminoácidos (180 KDa), la cual es 
entonces procesada para formar una subunidad α de 135 KDa y una subunidad β 
de 90 KDa. Un receptor maduro es un heterotetrámero compuesto de dos 
subunidades α y dos subunidades β unidas por puentes disulfuro. El IGF-IR 
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comparte un 70% de homología estructural con el IR, siendo la región carboxi-
terminal la que menos identidad presenta. Las subunidades α se componen de 
dos dominios homólogos L1 y L2 separados por una región rica en cisteínas. 
Situadas extracelularmente, son las responsables de la unión al ligando. Las 
subunidades α constan de un corto segmento transmembrana y un largo 
segmento intracelular. Se distinguen 3 dominios principales: el dominio 
yuxtamembrana, donde se unen las proteínas sustrato del receptor de insulina 
(IRS) y la proteína adaptadora SHC; el dominio catalítico tirosina quinasa que 
contiene el sitio de autofosforilación; y el dominio carboxi-terminal, que contiene 
residuos esenciales para las distintas funciones de IGF-IR y donde se unen las 
proteínas 14-3-3, PI3K y la proteína de unión al receptor del factor de crecimiento 
10 (GRB10) (Adams et al. 2000) (Figura 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Estructura del IGF-IR. A la izquierda se indican los dominios estructurales. A la 
derecha, las proteínas que se unen a esas regiones (Surmacz 2000). 
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La unión del ligando causa autofosforilación en los residuos de tirosina del 
IGF-IR. Así se crean sitios de unión para las distintas proteínas que componen la 
señalización por IGF-IR. Este receptor regula varios procesos biológicos como 
control del tamaño celular, proliferación y supervivencia celular. Esto se consigue 
activando a través de la fosforilación de las proteínas IRS la cascada de kinasas 
Ras/MAPK y la ruta PI3K/AKT. Una diana de AKT es p70S6K que activa la 
expresión de ciclina D1 iniciando la progresión del ciclo celular (Jones et al. 2008). 
Además, Akt fosforila a BAD (proteína de la familia Bcl-2). La fosforilación de BAD 
por AKT facilita su secuestro por proteínas adaptadoras 14-3-3 previniendo la 
apoptosis. IGF-IR también ejerce una función antiapoptótica al inducir la expresión 
del Twist (Dupont et al. 2001). Otros procesos mediados por IGF-IR son la 
diferenciación celular, basada en la activación de SHC, y la transformación celular, 
mediada por NF-κB y Snail (Kim et al. 2007). Por último, se ha sugerido que     
IGF-IR también podría regular la esperanza de vida y la resistencia a estrés 
oxidativo en ratones (Holzenberger et al. 2003) (Figura 14). 
IGF-IR puede regular por tanto procesos contradictorios como proliferación 
y diferenciación. Qué rutas serán promovidas dependerá del número de receptores 
activados en la superficie celular, de la disponibilidad de transductores de señales 
intracelulares, de la acción de reguladores negativos y del contexto extracelular 
(presencia de moduladores, de ligando, etc) (Baserga 2000). Es decir, 
dependiendo de la estirpe celular (factores de transcripción que se estén 
expresando) y de la intensidad y duración de la señal se producirá una respuesta 
de proliferación o una de diferenciación. En este sentido, cabe destacar que la 
expresión del gen IGF-IR está regulada por diversos factores que incluyen 
hormonas como estrógenos, glucocorticoides, etc (Cardona-Gomez, Chowen, 
Garcia-Segura 2000; Pandini et al. 2005), factores de transcripción como STAT1 
(Shalita-Chesner, Glaser, Werner 2004), factores de crecimiento como IGF-I y 
bFGF (Hernandez-Sanchez et al. 1997) y genes supresores de tumores como p53, 
BRCA1 y WT1 (Sarfstein et al. 2006) 
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Recientemente se ha visto que IGF-IR sufre modificaciones 
postraduccionales como ubicuitinación, defosforilación y sumoilación que controlan 
su expresión y su función (Girnita et al. 2014). Además de las rutas de 
señalización conocidas mediadas por la función tirosina quinasa de IGF-IR, 
recientemente se ha visto que este receptor puede translocarse al núcleo y actuar 
como factor de transcripción, lo que abre una línea de investigación para 
desentrañar nuevos mecanismos por los cuales este receptor promovería 
tumorigénesis (Sarfstein and Werner 2013). Este hecho también es importante a la 
Figura 14. Ruta de transducción de señales a través de IGF-IR. La unión de IGF-I a su 
receptor activa una cascada de señalización intracelular que regula varios procesos, entre ellos 
proliferación celular y supervivencia, transformación, traducción proteica y metabolismo de la 
glucosa. 
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hora de volver a considerar a IGF-IR como diana terapéutica. Ha habido intentos 
previos de atacar la señalización por IGF-IR en células tumorales, reduciendo los 
niveles de IGF-IR, interfiriendo con la glicosilación y unión a la membrana celular, 
e incluso aumentando su degradación. También se han probado anticuerpos que 
bloquean la unión ligando-receptor, los cuales parecían prometedores, pero 
ninguna de estas aproximaciones ha funcionado completamente. Ahora se cree 
que este escaso efecto se debe probablemente a que existen otras rutas “no 
clásicas” por las que IGF-IR ejerce su función de oncogén (Girnita et al. 2014). 
 
4.3 El sistema IGF en la glándula mamaria. 
 
La diferenciación funcional de la glándula mamaria (GM) es un paso 
crucial en el ciclo reproductivo de los animales. El papel del sistema IGF en la 
regulación del desarrollo de la GM pubertal  y de la lactancia ha sido objeto de 
estudio durante muchos años (Marshman and Streuli 2002; Rowzee et al. 2008). 
Además del extenso trabajo en cultivos celulares (Marshman et al. 2003; Strange, 
Wilkinson, Emerman 2002) y en cultivos de GM in vitro (Richert and Wood 1999), 
la importancia del sistema IGF en el desarrollo de la GM ha sido demostrado 
mediante el uso de diversos modelos murinos knockout y transgénicos para 
distintas proteínas del sistema IGF (Hadsell and Bonnette 2000). 
En cuanto a los ratones knockout, se han empleado distintas técnicas para 
estudiar el efecto de la ausencia de IGF-I o IGF-IR en la GM. Ratones knockout 
para IGF-I muestran un crecimiento ductal limitado (Kleinberg, Feldman, Ruan 
2000). Además, la acción de IGF-I en el desarrollo de la GM es ejercida de modo 
paracrino y no endocrino, como se demuestra al comparar la GM de ratones 
knockout para IGF-I, cuyo desarrollo ductal está reducido, con la GM de ratones 
con una deleción específica de IGF-I en hígado (que afecta a los niveles 
circulantes del factor de crecimiento pero no a los niveles tisulares) que presenta 
morfología normal (Richards et al. 2004). Posteriormente se demostró una función 
diferencial del IGF-I epitelial y estromal en la GM inactivando el gen Igf1 
específicamente en el epitelio o en el epitelio/estroma mamario, mediante el uso 
                                                                                        INTRODUCCIÓN 
65 
 
del sistema Cre-loxP. En este caso también se observó una disminución de la 
ramificación ductal cuando se eliminó IGF-I en el epitelio mamario (Loladze et al. 
2006). Por otro lado, la inactivación de IGF-IR dirigida a la GM también produjo 
una limitación en el crecimiento ductal al disminuir la proliferación celular en los 
alveolos terminales. Debido a que los ratones deficientes en IGF-IR mueren nada 
más nacer (Liu et al. 1993), este estudio se realizó transplantando GM embrionaria 
procedente de una hembra knockout para IGF-IR, a una hembra de 3 semanas de 
edad (Bonnette and Hadsell 2001).  
Por el contrario, los modelos animales que sobreexpresan IGF-I (Hadsell 
et al. 2005), IGF-II (Bates et al. 1995), IRS-1 e IRS-2 (Dearth et al. 2006) o IGF-IR 
(Jones et al. 2007) muestran una involución incompleta de la GM lactante y un 
desarrollo anormal de la GM pubertal, así como una mayor incidencia de tumores 
mamarios. Estos modelos no sólo apoyan la conclusión de que el sistema IGF es 
esencial para el desarrollo normal de la GM, sino que sugieren una implicación de 
este grupo de proteínas en la tumorigénesis.  
El papel del sistema IGF en cáncer ha ido cobrando importancia en los 
últimos años (LeRoith and Roberts 2003; Samani et al. 2007). IGF-IR está 
sobreexpresado en distintos tipos de cáncer. Además, se han identificado rutas de 
señalización  provenientes de este receptor que afectan a proliferación, adhesión, 
migración y muerte celular en las células cancerosas. Por el contrario, la supresión 
de IGF-IR en fibroblastos derivados de embriones de ratón, provocó resistencia a 
la transformación por la mayoría de oncogenes, indicando que la presencia de 
IGF-IR es un prerrequisito crítico para la adquisición del fenotipo maligno. En el 
cáncer de mama en concreto, datos epidemiológicos apoyan la implicación del 
sistema IGF en la etiología de esta enfermedad. Existe una correlación positiva 
entre concentraciones de IGF-I circulantes y riesgo relativo de cáncer de mama. 
Los niveles de IGF-IR se han encontrado elevados hasta 14 veces en tumores de 
mama primarios comparados con tumores no malignos y esta sobreexpresión de 
IGF-IR  se relaciona con radio-resistencia y recurrencia tumoral. Además, IGF-IR y 
ER están coexpresados en tumores de mama, siendo la expresión de IGF-IR 
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estimulada por estrógenos e inhibida por sustancias antiestrogénicas (Surmacz 
2000).  
 
5. Relación entre AIB1 y la ruta IGF-I/PI3K/AKT. 
 
Como se ha mencionado anteriormente, AIB1 es capaz de interaccionar y 
coactivar a receptores esteroideos, a otros receptores nucleares y a diversos 
factores de transcripción. De este modo, AIB1 funciona como integrador de 
diferentes rutas de señalización. De entre estas vías, la mejor estudiada es la ruta 
IGF-I/PI3K/AKT, que como hemos visto está muy relacionada con cáncer de 
mama y es por ello que en este trabajo nos hemos centrado en ella.  
Numerosos estudios con modelos animales, líneas celulares y tumores 
humanos, han demostrado que AIB1 está implicado en la regulación de los 
componentes de la ruta IGF-I/PI3K/AKT. La sobreexpresión de AIB1 en la GM de 
ratones transgénicos de AIB1 produce un aumento en la activación de IGF-IR y 
AKT. Este actividad más intensa se debe a que existe una elevación de los niveles 
de IGF-I circulantes (Tilli et al. 2005; Torres-Arzayus et al. 2004). Por el contrario, 
la deleción de AIB1 en ratones, redujo los niveles de IGF-I y produjo retraso en el 
crecimiento (Wang et al. 2000; Xu et al. 2000). El estudio con ratones SRC-3-/-
/MMTV-v-ras también ha proporcionado evidencias de la oncogénesis mediada por 
AIB1 a través de IGF-I (Kuang et al. 2004). En estos animales, la deficiencia de 
AIB1 causa una cierta resistencia a este factor de crecimiento debido a una 
reducción significativa de IRS-1 e IRS-2. En otro estudio se vio que ratones 
deficientes en AIB1 y tratados con el carcinógeno DMBA presentaban un 
desarrollo ductal mamario reducido y un inicio de la detección de tumores 
palpables retrasado, comparados con ratones control silvestres (WT) (Kuang et al. 
2005). En los tumores de los animales WT se detectaron niveles elevados de   
IRS-1, IRS-2, p-AKT y ciclina D1. En ratones SRC-3-/-, la transcripción de IGFBP3 
se redujo, resultando en inestabilidad de IGF-I (Liao et al. 2008). Hay que destacar 
que aunque tanto ALS como las proteínas IGFBPs forman complejos con IGF-I 
que mantienen su concentración circulante y su función endocrina (Silha and 
                                                                                        INTRODUCCIÓN 
67 
 
Murphy 2005), los niveles bajos de IGFBP3 en los ratones deficientes en AIB1 no 
correlacionaban con cambios en ALS o en la hormona del crecimiento. Un estudio 
más reciente ha demostrado que ratones con mutaciones en cuatro de los sitios de 
fosforilación conservados de AIB1 muestran un peso corporal incrementado, 
mayor adiposidad y reducida sensibilidad periférica a insulina. Esto es debido a un 
incremento en la señalización de IGF-I causado por la elevación de los niveles de 
IGFBP3. Estas mutaciones en AIB1 aumentan la transcripción de IGFBP3 
influenciando el crecimiento y el metabolismo. Como consecuencia, estos ratones 
muestran una elevada tumorigénesis en hígado, provocada probablemente por la 
elevada señalización de IGF-I (York et al. 2010). Por otra parte, se generaron 
ratones que expresaban la isoforma truncada de AIB1 (AIB1-∆3) bajo el control del 
promotor de expresión constitutiva CMV. Aunque no se observaron tumores, estos 
ratones mostraban hiperplasia de la glándula mamaria y niveles aumentados de 
ciclina D1 e IGF-IR (Tilli et al. 2005). 
En biopsias de cánceres de próstata humanos la fuerte expresión de AIB1 
correlaciona con una mayor proliferación y niveles elevados de AKT fosforilado 
(Zhou et al. 2005). 
Los resultados con líneas celulares también están de acuerdo con los 
obtenidos en biopsias y modelos animales. La sobreexpresión de AIB1 produce un 
aumento en los niveles de componentes de la vía IGF/PI3K/AKT, mientras que su 
silenciamiento resulta en una disminución de estas proteínas (Yan et al. 2006). Un 
estudio en células MCF-7 (células de cáncer de mama) encontró una disminución 
de la formación de colonias sobre agar inducida por IGF-I después del 
silenciamiento de la expresión de AIB1 (Oh et al. 2004). En estas células, los 
niveles de expresión de ciclina D1, Bcl-2, ERK2, IGF-IR e IRS1 estaban también 
reducidos incluso en presencia de antiestrogénicos, sugiriendo que la actividad de 
AIB1 era requerida para mantener la señalización por AKT de manera 
independiente de la señalización mediada por ER. En líneas celulares derivadas 
de cánceres de próstata como LNCaP y PC3, la sobreexpresión de AIB1 también 
promueve el crecimiento celular al aumentar los niveles de AKT activo (Zhou et al. 
2005). Sin embargo, no se observa un mayor aumento de esta quinasa activa 
  INTRODUCCIÓN                                                                                          
68 
 
cuando las células son tratadas con andrógenos, indicando de nuevo que AIB1 
regula la actividad de AKT de manera independiente de la señalización mediada 
por esteroides.  
En conjunto, estos resultados sugieren que AIB1 es un modulador importante 
del crecimiento celular mamario y que la señalización por IGF-I es un factor 
esencial para la hiperplasia y tumorigénesis inducida por este coactivador. 
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AIB1 es un coactivador de la transcripción de genes implicados en la 
respuesta fisiológica a hormonas y factores de crecimiento. La sobreexpresión de 
AIB1 es patológica y hace que se comporte como un oncogén. La sobreexpresión 
de AIB1 produce un aumento en la expresión de IGF-I que, de una manera auto o 
paracrina sobreactiva la ruta IGF-IR/PI3K/AKT. Numerosos estudios en líneas 
celulares y modelos animales demuestran que AIB1 regula los niveles de varios 
componentes de esta ruta. De este modo, nuestra hipótesis de trabajo es que  
IGF-I es un mediador muy importante de la oncogénesis promovida por AIB1. Por 
este motivo nuestro primer objetivo en este trabajo ha sido: 
  
• Evaluar el papel que ejerce la señalización de IGF-I en el crecimiento 
ductal e hiperplasia mamaria promovida por AIB1, mediante la deleción 
de IGF-IR en la glándula mamaria de ratones que sobreexpresan 
moderadamente AIB1. 
 
 
Por otra parte, AIB1 se ha relacionado con el fenómeno de invasión y 
metástasis tumoral, proceso muy estrechamente vinculado con la 
neovascularización o angiogénesis necesaria para la progresión tumoral. Por ello, 
un segundo objetivo de este trabajo ha sido: 
 
• Evaluar si AIB1 promueve angiogénesis en la glándula mamaria a 
través de la señalización de VEGF/VEGFR2, comparando ratones 
silvestres con ratones que sobreexpresan moderadamente AIB1. 
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1. Experimentación animal.  
 
La experimentación animal se realizó en el animalario del Centro de 
Investigación Príncipe Felipe (CIPF). Los procesos de experimentación utilizados 
fueron acordes con la legislación española vigente en ese momento relativa al uso 
y tratamiento de animales de experimentación y organismos modificados 
genéticamente (RD 1201/2005). Los animales se mantuvieron en jaulas 
convencionales bajo condiciones controladas de temperatura (23ºC), humedad 
(60%) y ciclos de luz/oscuridad (12 h/12h). 
 
1.1 Modelos murinos.  
  
En este trabajo se han empleado diferentes líneas de ratones que 
detallamos a continuación: 
La línea transgénica MMTV-AIB1+/- (tgAIB1) proviene del laboratorio del    
Dr. Font de Mora y ha sido mantenida en un fondo genético C57BL/6J. En estos 
ratones se produce una sobreexpresión moderada de la variante humana de AIB1 
en el epitelio de la glándula mamaria (GM), dirigida a este tejido por el promotor 
MMTV-LTR (Mouse Mammary Tumor Virus Long Terminal Repeat) (Avivar et al. 
2006). La línea transgénica que expresa Cre en la glándula mamaria           
(MMTV-Cre+/+) ha sido adquirida en The Jackson Laboratory. Es la cepa 003553, 
línea D, fondo genético B6129. La línea que presenta secuencias loxP 
flanqueando el exón 3 de Igf1r (Igf1rloxP/loxP) fue generada en el Departamento de 
Genética Murina y Metabolismo de la Universidad de Colonia (Alemania) y nos fue 
cedida por el Dr. Brünning. Esta línea ha sido mantenida en un fondo genético 
C57BL/6J. La recombinación de los sitios loxP por la recombinasa Cre, escinde el 
exón 3 de Igf1r, dando lugar a un mRNA intacto pero con un cambio de pauta de 
lectura que hace que aparezca un codón de stop en el exón 4 y no se traduzca la 
proteína (Kloting et al. 2008). La estrategia de cruces seguida entre estos ratones 
está descrita en el apartado de Resultados.  
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La línea transgénica que expresa el gen de la luciferasa bajo el control del 
promotor del gen murino Vegfr2 (VEGFR2-Luciferasa+/+) ha sido adquirida de 
Xenogen Corporation y se ha mantenido en un fondo genético FVB (Zhang et al. 
2004). Estos ratones se cruzaron con nuestros ratones MMTV-AIB1+/- para obtener 
los ratones MMTV-AIB1+/-/VEGFR2-Luc+/- (tgAIB1/VEGFR2-Luc) y los ratones 
usados como control MMTV-AIB1-/-/VEGFR2-Luc+/- (WT/VEGFR2-Luc). 
 
1.2 Estudio de angiogénesis in vivo.  
 
Se tomaron 3 hembras vírgenes de 4 y 7 semanas de cada uno de los 
genotipos  tgAIB1/VEGFR2-Luc y WT/VEGFR2-Luc. Se anestesiaron los ratones 
en una unidad de anestesia XGI-8 (Xenogen) que automáticamente inyectaba 
isofluorano en una pequeña cámara que contenía al animal. Una vez anestesiado, 
se procedió a afeitar el pelaje de las hembras por la parte ventral con cuidado de 
no hacer heridas que pudieran interferir con la medida de angiogénesis. 
Posteriormente se inyectó a cada animal intraperitonealmente el sustrato de la 
luciferasa, la luciferina (D-Luciferin Firefly Potassium Salt de Xenogen). Los 
animales fueron pesados para inyectar la cantidad correcta de luciferina, a razón 
de 150 mg/kg de peso corporal (10 µl/g de peso de una solución preparada a 15 
mg/ml en DPBS estéril). La señal emitida por los ratones se midió 15 minutos 
después de la inyección, colocando a los animales en el analizador biofotónico de 
imagen IVIS Imaging System 50 (Xenogen), y se realizaron capturas de imagen 
mientras el animal seguía anestesiado con isofluorano que se le proporcionaba en 
el interior del sistema IVIS, como muestra la Figura 15. El software del sistema 
proporcionó automáticamente una escala de color superpuesta a la imagen 
indicando la cantidad de fotones/segundo. 
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2. Análisis histológico. Tinciones. 
 
2.1 Análisis del ciclo estral mediante frotis vaginal. 
 
Tras el sacrificio de las hembras que iban a ser utilizadas para el análisis 
morfológico de la glándula mamaria, se procedió a realizar un frotis vaginal 
introduciendo PBS con una micropipeta en la vagina y succionándolo, repitiendo la 
operación varias veces. Se colocó la muestra en un portaobjetos y se dejó secar al 
aire a temperatura ambiente. Posteriormente se realizó una tinción de 
hematoxilina/eosina como se describe a continuación: 
Etanol 96% - 3 minutos 
Etanol 70% - 3 minutos 
Agua corriente - 5 minutos 
Hematoxilina de Harris (Panreac) - 2 minutos 
Figura 15. Sistema de anestesia 
mediante isofluorano en el interior 
del analizador biofotónico IVIS 
Imaging System 50 de Xenogen. Los 
ratones se colocaron con el hocico 
dentro de la salida del isofluorano 
durante la captura de las imágenes. 
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Agua corriente - 5 minutos 
Solución de alcohol ácida - 10 segundos 
Agua corriente - 5 minutos 
Eosina acuosa (Panreac) - 1.5 minutos 
Agua corriente - 5 minutos 
Deshidratación en alcoholes crecientes: 70%, 96%, 100%, Xilol - 3 minutos 
Colocación cubreobjetos con medio de montaje Entellan (Merck) 
Las preparaciones de los frotis vaginales fueron visualizadas y 
fotografiadas en un microscopio de campo claro Leica DM 1000. 
 
2.2 Tinción de mama completa con carmín aluminio. 
 
Tras el genotipado obtenido con el DNA extraído de la biopsia de cola, se 
seleccionaron ≥ de 6 hembras vírgenes de cada genotipo que se encontraban en 
la misma fase del ciclo estral. La expresión de Cre y de AIB1 en el epitelio 
mamario comienza con la pubertad en nuestro modelo animal, aproximadamente a 
las 3 semanas de vida, coincidiendo con el inicio del desarrollo del árbol ductal de 
la GM (Avivar et al. 2006; Wagner et al. 2001). En un primer momento, se 
sacrificaron hembras a las 5 semanas de edad encontrándose mucha variabilidad 
en cuanto al desarrollo epitelial de la GM dentro de un mismo genotipo. Por este 
motivo, se concluyó que no era una buena ventana temporal para observar la 
morfología ductal. Decidimos analizar las mamas a las 7 semanas de edad 
(pubertad más avanzada) y encontramos que la morfología y tamaño de la GM era 
homogénea entre hembras coetáneas. A esta edad, los dos transgenes (Cre y 
AIB1) habían tenido tiempo suficiente de ejercer su efecto en el desarrollo ductal. 
Adicionalmente, también analizamos las GMs de hembras de 11 semanas de edad 
(fin de la pubertad), momento en el que los ductos han invadido la totalidad del 
estroma. De este modo, hembras vírgenes de 7 y 11 semanas de edad fueron 
sacrificadas mediante dislocación cervical y se les extrajo la GM número 4 
(abdominal izquierda). Ésta fue extendida en un portaobjetos y fijada con una 
solución de ácido acético glacial (Merck) y etanol 70% durante 60 minutos. Tras la 
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fijación, la GM fue hidratada sumergiéndola en etanol 70% durante 15 minutos y 
agua desionizada 5 minutos. Posteriormente se tiñó durante 24-48 horas en una 
solución de carmín (Sigma) y sulfato de aluminio (Sigma). El primero es un 
colorante que aporta el tono rosado a la preparación y el segundo un mordiente 
que fija el color. La solución de carmín aluminio se preparó a 100ºC durante 20 
minutos. Tras filtrarla se le añadió un cristal de timol (Sigma) como conservante y 
se mantuvo a 4ºC en oscuridad. Tras la tinción, se procedió a una deshidratación 
con alcoholes de graduación creciente: 70%, 95%, 100% y tolueno (Merck) 
durante 30 minutos cada uno de ellos. Finalmente fue sumergida en metilsalicilato 
(Merck) para su preservación. Las preparaciones de GM ya teñidas fueron 
fotografiadas en una lupa Leica. Este tipo de tinción permite obtener una visión 
global del desarrollo mamario ya que tiñe de un color rosa intenso los ductos 
mamarios. El metilsalicilato es un agente de conservación muy utilizado porque 
presenta un índice de refracción muy cercano al del tejido y permite una buena 
resolución fotográfica. 
 
2.3 Inmunohistoquímica. 
 
La GM número 4 (abdominal izquierda) fue fijada en formalina 10% 
(Sigma) toda la noche a 4ºC. Tras la fijación, las muestras se deshidrataron en un 
procesador automático de tejidos pasando por baños de concentraciones 
crecientes de etanol y xilol. A continuación, fueron incluidas en parafina en una 
estación de inclusión. Posteriormente se realizaron cortes seriados de 4 µm de 
grosor con un microtomo de rotación. Los cortes fueron adheridos a portaobjetos 
tratados con poli-lisina (Thermo Scientific). Después se desparafinaron mediante 
una incubación durante 30 min a 65ºC y dos pases por xilol. A continuación se 
hidrataron las muestras en sucesivos pases por soluciones de etanol en 
concentraciones decrecientes (100%, 96%, 70% y 50%), finalizando en agua 
destilada. El desenmascaramiento antigénico de las muestras se llevó a cabo 
hirviéndolas en tampón citrato (Fluka) durante 10 minutos. Se añadió tampón 
nuevo y se dejaron enfriar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron 
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varias veces con agua destilada y se sumergieron durante 10 min en una solución 
de peróxido de hidrógeno al 3% (agua:H2O2) para bloquear la actividad peroxidasa 
endógena. Tras 3 lavados de 5 minutos con tampón TTBS (tampón TBS con 0.1% 
de Tween 20 de Sigma), se incubaron las muestras con una solución de TTBS + 
10% de suero de cabra (Sigma) durante 60 minutos para reducir el marcaje 
inespecífico. Después de ese tiempo, se retiró la solución de bloqueo y se incubó 
con el anticuerpo primario correspondiente diluido en solución de bloqueo durante 
toda la noche a 4ºC. Los anticuerpos utilizados fueron: anti-PCNA (ratón, 
monoclonal, Santa Cruz) a una dilución 1:200, anti-Cre Rabbit (conejo, policlonal, 
Novagen a una dilución 1:1000 y anti-IGF-IRβ (conejo, policlonal, Cell Signalling) a 
una dilución 1:100. También se prepararon controles de anticuerpo primario 
utilizando suero pre-inmune de ratón o de conejo en lugar de anticuerpo primario, 
y controles de anticuerpo secundario en los que se omitió la incubación con 
anticuerpo primario. 
Tras la incubación se lavaron las muestras con TTBS para eliminar el 
exceso de anticuerpo primario y se procedió a la incubación con un polímero 
conjugado a HRP que reconocía tanto anticuerpos de ratón como de conejo, 
durante 15 minutos a temperatura ambiente según instrucciones del fabricante (Kit 
UltraVision de Thermo Scientific). Transcurrido el tiempo, se lavaron las muestras 
varias veces con TTBS y se añadió el cromógeno DAB del mismo kit. La reacción 
química se detuvo sumergiendo las muestras en agua destilada cuando se 
consideró que el tiempo de revelado era el correcto. Por último, se realizó una 
contratinción suave con hematoxilina, deshidratando las muestras posteriormente 
y montando los cubreobjetos con Entellan (Merck). Las preparaciones fueron 
visualizadas y fotografiadas en un microscopio óptico Leica DM 1000 a 40 
aumentos. 
Para el contaje de células positivas y negativas para PCNA se utilizaron 3 
animales por cada genotipo, 10 campos por animal y 100 células/campo. En total 
unas 1000 células por cada ratón. El contaje se realizó sobre las fotografías de los 
cortes histológicos con el software Sigma Scan Pro 5.0 (Fereshteh et al. 2008).   
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2.4 Inmunofluorescencia. 
 
La GM número 4 (abdominal izquierda) fue fijada en formalina 10% 
(Sigma) toda la noche a 4ºC. Tras la fijación, las muestras se deshidrataron en un 
procesador automático de tejidos pasando por baños de concentraciones 
crecientes de etanol y xilol. A continuación, fueron incluidas en parafina en una 
estación de inclusión. Posteriormente se realizaron cortes seriados de 4 µm de 
grosor con un microtomo de rotación. Los cortes fueron adheridos a portaobjetos 
tratados con poli-lisina (Thermo Scientific). Después se desparafinaron mediante 
una incubación durante 30 min a 65ºC y dos pases por xilol. A continuación se 
hidrataron las muestras en sucesivos pases por soluciones de etanol en 
concentraciones decrecientes (100%, 96%, 70% y 50%), finalizando en agua 
destilada. El desenmascaramiento antigénico de las muestras se llevó a cabo 
hirviéndolas en tampón citrato (Fluka) durante 10 minutos. Se añadió tampón 
nuevo y se dejaron enfriar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron 
varias veces con agua destilada y se sumergieron durante 10 min en una solución 
de peróxido de hidrógeno al 3% (agua:H2O2) para bloquear la actividad peroxidasa 
endógena. Las muestras se lavaron con tampón PBS durante 5 minutos y se 
incubaron sumergidas en una solución de glicina 150 mM (Sigma) durante 15 
minutos para eliminar la autofluorescencia del tejido. Posteriormente se lavaron las 
muestras 2 veces con PBS y se les añadió la solución de bloqueo compuesta por 
5% de leche y 5% de suero de cabra (Sigma) diluido en PBS durante 60 minutos 
para reducir el marcaje inespecífico. Después de ese tiempo, se retiró la solución 
de bloqueo y se incubó con el anticuerpo primario correspondiente diluido en 
solución de bloqueo durante toda la noche a 4ºC. Los anticuerpos utilizados 
fueron: anti-IGF1Rβ (conejo, policlonal, Cell Signaling) diluido 1:100 y anti-Cre 
(ratón, monoclonal, Covance) diluido 1:100. También se prepararon controles de 
anticuerpo primario utilizando suero pre-inmune de ratón o de conejo en lugar de 
anticuerpo primario, y controles de anticuerpo secundario en los que se omitió la 
incubación con anticuerpo primario. Tras la incubación se lavaron las muestras 
con tampón 0.2% Tritón X-100 en PBS para eliminar el exceso de anticuerpo 
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primario. Se volvió a añadir solución de bloqueo durante 15 minutos. Después se 
lavaron las muestras con tampón de lavado 0.2% Tritón/PBS y se incubaron con el 
anticuerpo secundario diluido en 0.2% tritón y 5% de leche en PBS, durante 60 
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. El anticuerpo secundario utilizado 
fue anti-Ratón o anti-Conejo marcado con el fluoróforo Cy3 y diluido 1:400 
(Jackson ImmunoResearch). Las muestras se lavaron con 0.2% Tritón/PBS varias 
veces para finalizar con un lavado con agua destilada. Posteriormente se 
incubaron con DAPI (tinción de contraste) diluido 1:1000 en PBS durante 5minutos 
a temperatura ambiente. Se lavaron con agua destilada y se montaron con el 
medio de montaje Mowiol (Calbiochem). Las preparaciones fueron visualizadas en 
un microscopio láser confocal Leica TCS-SP2. 
 
3. Análisis morfométrico de la glándula mamaria. 
 
El análisis de los distintos parámetros que indicaban el desarrollo de los 
ductos de la glándula mamaria, se realizó con las imágenes obtenidas de las 
mamas teñidas con carmín aluminio (tinción de mama completa). 
 
3.1 Penetración ductal. 
 
El análisis de la penetración ductal se realizó midiendo la distancia en 
milímetros (mm) desde el centro del nódulo linfático hasta el final del ducto más 
largo (Lu et al. 2008). Se utilizaron entre 4 y 6 ratones de cada genotipo. Las 
medidas se realizaron con el software Sigma Scan Pro 5.0. 
 
3.2 Penetración ductal relativa. 
 
El análisis de la penetración ductal relativa se realizó midiendo la distancia 
en mm desde el centro del nódulo linfático hasta el final del ducto más largo y 
dividiendo este dato por la longitud en mm desde el centro del nódulo linfático 
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hasta el final del estroma (hacia la región dorsal) (Avivar et al. 2006). Se utilizaron 
entre 4 y 6 ratones de cada genotipo. Las medidas se realizaron con el software 
Sigma Scan Pro 5.0. 
  
3.3 Porcentaje de ocupación epitelio/estroma. 
 
El análisis de la ocupación del porcentaje del área ocupada por el epitelio 
frente al área total del estroma se realizó con el software ImageJ 1.42q. Se 
utilizaron entre 4 y 6 ratones de cada genotipo. En primer lugar la imagen de la 
tinción de carmín aluminio se transformó a 8 bits. Se seleccionó el área ocupada 
por el estroma o fat pad y se midió en píxeles. Luego se procesó la imagen con un 
detector de bordes y se aplicó un nivel de color umbral que permitió seleccionar el 
árbol ductal. Entonces se midió el área en píxeles de este árbol ductal. El 
porcentaje de ocupación epitelio/estroma se calculó dividiendo el área de los 
ductos por el área total del estroma (Bonnette and Hadsell 2001; Loladze et al. 
2006).  
 
3.4 Ramificación ductal. 
 
La cuantificación del número de ramificaciones laterales ductales por mm2 
se realizó con el software Sigma Scan Pro 5.0.  Se utilizaron 3 ratones de cada 
genotipo. Las imágenes de la tinción de mama completa se combinaron con una 
capa de imagen superpuesta consistente en una gradilla de 3 x 3 mm. El número 
de puntos de ramificación se contó en campos de la gradilla que estuvieran 
repletos de ductos. Se contaron 2 campos/mama de cada genotipo en las 
imágenes de 7 semanas de edad y 3 campos/mama en las de 11 semanas. Luego 
se calculó el número medio de puntos de ramificación por mm2 (Richards et al. 
2004). 
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4. Cultivos celulares. 
 
La manipulación de las células se llevó a cabo en condiciones de 
esterilidad en una cabina de flujo laminar tipo 2A de Telstar. Las placas de cultivo 
y pipetas de plástico estériles utilizadas eran de Corning. Las líneas celulares 
fueron mantenidas en una estufa de 37ºC con una atmósfera saturada de 
humedad compuesta por un 5% de CO2 y un 95% de humedad relativa (Thermo 
Electron Corporation). 
Las células se subcultivaron regularmente para mantener un crecimiento 
exponencial. El mantenimiento de líneas celulares a largo plazo se realizó por 
criopreservación. El precipitado de células obtenido de un cultivo en crecimiento 
exponencial se resuspendió en FBS con un 12% de DMSO (Sigma) y se guardó 
en criotubos estériles (Corning) en un contenedor de poliestireno de Nalgene a      
-80ºC con isopropanol para que la temperatura disminuyera paulatinamente, y así 
evitar la formación de cristales que dañaran las células. 
Para contar células se utilizaron la cámara de Neubauer o hemocitómetro 
y un microscopio óptico invertido (Leica DMIL). La cantidad requerida de células se 
sembró en placas de 6 cm de diámetro o en placas de 6 o 48 pocillos, según cada 
experimento. 
 
4.1 Línea celular humana HMEC. 
 
La línea HMEC compuesta por células epiteliales de mama humanas (no 
tumorales) fue adquirida en la ATCC (American Type Culture Collection). Las 
células se cultivaron en el medio de cultivo específico MEBM (Clonetics) 
suplementado con MEGM (Clonetics). Los cultivos celulares se mantuvieron en 
crecimiento exponencial evitando que llegaran a confluencia. Antes de alcanzar la 
confluencia, las células se despegaron de la superficie de la placa de cultivo 
mediante tratamiento con Tripsina-EDTA (Invitrogen) y se dividieron 
adecuadamente en nuevas placas de cultivo. Todos los experimentos fueron 
realizados con cultivos de no más de 20 pases. 
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4.2 Cultivos primarios de glándula mamaria de ratón (MMEC). 
 
La obtención de cultivos primarios de mama de ratón se realizó partiendo 
de una de las glándulas abdominales y las dos inguinales de hembras vírgenes de 
12-13 semanas de edad. El tejido se extrajo en condiciones lo más asépticas 
posibles tras el sacrificio de las hembras. Para ello, las hembras se rociaron con 
etanol 70% por la parte ventral, lo que además de esterilizar facilitó que no se 
desprendiera el pelo durante la disección, que se realizó en el interior de la cabina 
de flujo laminar. Las mamas se fueron depositando en placas de 6 pocillos con 
medio DMEM/F12 (Gibco) sin suero bovino fetal (FBS). Finalizada la extirpación 
de todos los ratones que se requerían, se procedió al troceo y trituración del tejido 
con ayuda de dos hojas de bisturí, sobre una tabla de corte de teflón o en su 
defecto polietileno (sobre este tipo de tabla no se reseca el tejido y el tiempo y el 
esfuerzo del troceo se reducen considerablemente). El tejido fue desmenuzado 
concienzudamente hasta obtener trocitos de menos de 1mm2 (debe quedar como 
una papilla). Este era un paso crítico ya que si no se troceaba bien el tejido la 
digestión posterior era incompleta y no se liberaban organoides. Se preparó el 
medio de digestión que consistía en 1 mg/ml de colagenasa A (Roche) disuelta en 
DMEM/F12 sin FBS y dejada reposar desde el inicio del sacrificio a 37ºC. El 
volumen en que se resuspendieron las mamas para la digestión fue 
aproximadamente de 10 ml/g de tejido. La papilla obtenida se colocó en un tubo 
cónico de 50 ml con el volumen de medio de digestión adecuado y se depositaron 
los tubos inclinados en un agitador a 37ºC a 150 rpm, con una inclinación tal que 
los trozos se golpearan contra el fondo, durante 45 minutos (hasta que no se 
detectaron trozos visibles). Pasado el tiempo se añadió medio DMEM/F12 sin FBS 
hasta 10 ml y se traspasó a un tubo cónico de 15 ml. Se pipeteó con una 
micropipeta P1000 (Gilson) varias veces para disgregar los trozos que pudieran 
quedar. Tras esto, se centrifugaron los tubos 5 minutos a 900 rpm. Se obtuvo un 
pellet, y por arriba una capa de grasa en la que quedaban retenidos organoides 
(cuanto mejor la digestión menor esta capa). La capa grasosa se recogió y se 
puso en otro tubo cónico, se pipeteó bien con una micropipeta P1000 para liberar 
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los organoides. Se eliminó el sobrenadante que estaba en el primer tubo y se 
resuspendió el pellet en 2 ml de DMEM/F12 sin FBS. Se pipeteó bien con una 
micropipeta P1000. Posteriormente se juntaron los dos tubos en uno y se 
centrifugó 5 minutos a 900 rpm. Se eliminó el sobrenadante observando que la 
capa grasosa era más fina que antes. El pellet se resuspendió en 1ml de Red 
Blood Lysing Buffer (Sigma) para eliminar eritrocitos, agitando suavemente 
durante 2 minutos, tras lo cual se añadieron 8 ml de PBS para lavar. Se centrifugó 
el tubo 5 minutos a 900 rpm, se eliminó el sobrenadante observando que el pellet 
era más pequeño y menos rojo. Se repitió este paso pero dejando el Red Blood 
Lysing Buffer solo durante 1 minuto, tras lo cual se centrifugó 5 minutos a 900 rpm. 
El pellet resultante se resuspendió en medio completo fresco compuesto por: 
DMEM/F12 con 5% de FBS y suplementado con 5 µg/ml de insulina (Sigma), 10 
µg/ml de hidrocortisona (Sigma), 10 ng/ml de EGF (factor de crecimiento 
epidérmico) murino (Sigma), 5 µg/ml de ácido linoleico (Sigma), gentamicina 50 
µg/ml (Sigma) y 100 U/ml de Penicilina/Estreptomicina (Gibco), y las células se 
sembraron en placas de 6 o 10 cm según el pellet observado. Se dejó reposar 
durante 1 hora a 37ºC para que se pegaran los fibroblastos. Pasado este tiempo, 
se recogió todo el medio y se depositó en nuevas placas. Las células se dejaron 
crecer durante 2 días. Entonces se recogió el medio de cada placa y se pasó a 
otra placa nueva por si quedaban organoides aún sin adherirse, previa 
centrifugación y cambio de medio fresco. A la placa original se le añadió medio 
fresco. 
Para subdividir los cultivos se utilizó dispasa (Roche) a una concentración 
de 2.4 U/ml durante 10 minutos a 37ºC. Se retiró la enzima, se lavó con PBS la 
placa y se volvió a añadir dispasa durante 30 minutos. Se recogieron las células y 
tras centrifugación a 900 rpm durante 5 minutos, se volvieron a sembrar en las 
placas adecuadas con medio completo. 
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5. Sobreexpresión y silenciamiento de genes. 
 
Las células HMEC se sembraron el día previo al experimento en placas de 
6 cm, de 6 pocillos o de 48 pocillos, según el experimento. Al día siguiente debían 
estar al 50% de confluencia. Se transfectaron con siRNA Stealth (Invitrogen) 
diseñado para silenciar IGF-IR o con siRNA control para compensar. Se utilizó una 
concentración de siRNA total de 40 nM y la transfección se realizó con 
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) en una proporción de 50 pmol RNA/2.5 µl 
lipofectamina, según indicaciones del fabricante. Durante la transfección el medio 
utilizado fue OptiMEM (Gibco). A las 24 horas se cambió el medio, añadiendo el 
medio específico para HMECs. Entonces se procedió a la infección con adenovirus 
Ad5 para sobreexpresar AIB1 humano. Los adenovirus se generaron en el servicio 
del Centro de Biotecnología Animal y Terapia Génica de la Universidad Autónoma 
de Barcelona. Se utilizaron 50 MOI de adenovirus (50 partículas víricas por célula). 
Transcurridas 48 horas desde la infección, las células se despegaron y se 
utilizaron a conveniencia según el experimento. 
 
6. Determinación del ciclo celular y de la proliferación. 
 
6.1 Citometría de flujo en MMECs. 
 
El análisis del ciclo celular se realizó por determinación del contenido de 
DNA de las células mediante tinción con yoduro de propidio, un fluorocromo que 
se intercala en el DNA y RNA de doble cadena. Los cultivos de MMECs de los 
distintos genotipos se trataron con dispasa (Roche) a una concentración de        
2.4 U/ml durante 10 minutos a 37ºC. Se retiró la enzima, se lavó con PBS la placa 
y se volvió a añadir dispasa durante 30 minutos. Se lavaron las células con PBS y 
se añadió TrypLE Express (Gibco), una enzima disociativa de origen no animal 
más suave con las células que la tripsina. Cuando las células se despegaron se 
recogieron en un tubo cónico y se centrifugaron a 900 rpm durante 5 minutos. Se 
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eliminó el sobrenadante y se añadió Accumax incubándose a 37ºC durante 10 
minutos. Las células se lavaron con medio DMEM/F12 y se centrifugaron a 900 
rpm durante 5 minutos. Se eliminó el sobrenadante y se añadió 2 ml de 
DMEM/F12 con 200 µl de DNAsa I (1 mg/ml) durante unos minutos. Las células se 
lavaron con DMEM/F12 y se centrifugaron a 900 rpm durante 5 minutos. El pellet 
obtenido se resuspendió en 1 ml de PBS y se filtró a través de un filtro de 30 µm 
depositando el contenido en un tubo de citómetro. Se contó el número de células 
en una cámara de Neubauer y se repartieron en 3 tubos de citómetro. Se 
centrifugaron a 400 x g durante 5 minutos. Se eliminó el PBS y el pellet celular se 
resuspendió en etanol frio al 70% añadiéndolo gota a gota en un vórtex para 
permitir la fijación y la permeabilización de las células. Unas 16 horas después, se 
eliminó el etanol mediante dos lavados con PBS, y las células se tiñeron con 
yoduro de propidio 5 µg/ml (Sigma) y RNasa 1 mg/ml (Roche) a 4ºC durante 16 
horas en ligera agitación y en oscuridad. Una vez teñidas, las células se analizaron 
en un citómetro Cytomics FC500 (Beckam Coulter). Se prepararon triplicados de 
cada cultivo y se adquirieron 20.000 células en cada uno. Los resultados 
obtenidos se analizaron mediante el programa WinMDI 2.8. 
 
6.2 Citometría de flujo en HMECs. 
 
Tras el experimento de transfección/infección, las células se lavaron dos 
veces con PBS recogiendo el medio inicial y el de los lavados en un tubo cónico. 
Se añadió TrypLE Express (Gibco), las células se resuspendieron en PBS y se 
centrifugaron a 200 x g durante 5 minutos. El pellet celular se resuspendió en PBS 
y se filtró a través de un filtro de 40 µm (Becton Dickinson) colocado en un tubo 
cónico de 50 ml (Falcon). El PBS con células ya filtradas se trasvasó a un tubo de 
citómetro y se centrifugó a 300 x g durante 5 minutos. Se eliminó el sobrenadante 
hasta que quedaron 2 ml de volumen. Se contó el número de células en una 
cámara de Neubauer y se repartieron en 3 tubos de citómetro. Se centrifugaron de 
nuevo a 300 x g durante 5 minutos. Se eliminó el PBS y el pellet obtenido se 
resuspendió en etanol frio al 70% añadiéndolo gota a gota en un vórtex para 
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permitir la fijación y la permeabilización de las células. Unas 16 horas después, se 
eliminó el etanol mediante dos lavados con PBS, y las células se tiñeron con 
yoduro de propidio 5 µg/ml (Sigma) y RNasa 1 mg/ml (Roche) a 4ºC durante 16 
horas en ligera agitación y en oscuridad. Una vez teñidas, las células se analizaron 
en un citómetro Cytomics FC500 (Beckam Coulter). Se prepararon triplicados de 
cada cultivo y se adquirieron 20.000 células en cada uno. Los resultados 
obtenidos se analizaron mediante el programa WinMDI 2.8. 
 
6.3 Ensayo de proliferación celular MTT. 
 
Para determinar la proliferación/supervivencia celular se utilizó un ensayo 
colorimétrico con MTT (tiazolil azul formazán) de Sigma. El reactivo MTT, soluble y 
de color amarillo, es captado por las células vivas mediante endocitosis donde es 
reducido a formazán (sal insoluble, color púrpura) por las enzimas mitocondriales, 
y esto solo ocurre en células viables presentes en el cultivo. Tras solubilizar los 
cristales de formazán es posible medir su intensidad de fluorescencia a 570 nm y 
determinar el porcentaje de viabilidad celular. Las células HMEC se sembraron en 
placas de 48 pocillos con triplicados para cada tratamiento y se transfectaron con 
siRNA para IGF-IR e infectaron con adenovirus de AIB1. A las 72 horas se añadió 
una solución MTT a 5 mg/ml en proporción equivalente al 10% del volumen del 
pocillo (20 µl), previamente se dejaron todos los pocillos con 200 µl de medio. Se 
dejaron incubar las células 4-5 horas a 37ºC. Tras este periodo, se succionó el 
MTT y se añadió DMSO (100 µl) dejando las placas en agitación para que se 
mezclara bien el formazán con el DMSO. Tras la incubación, se midió la 
absorbancia a 570 nm en el lector de placas VICTOR 2 V 1420 Multilabel HTS 
counter (Wallac). Se analizaron los datos de absorbancia obtenidos expresando el 
resultado como porcentaje de proliferación respecto a 100% (células HMEC 
control).  
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7. Técnicas con DNA. 
 
7.1 Extracción de DNA. 
 
La extracción del DNA genómico se realizó partiendo de un fragmento de 
cola seccionada a los ratones (< 0.5 cm) el día del destete, o de un fragmento de 
glándula mamaria. Se digirió el tejido en tampón de lisis (50 mM Tris, pH 7.5, 200 
mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.2% SDS) suplementado con 20 mg/ml de Proteinasa K a 
55ºC durante 8-24 horas, y posteriormente se extrajo el DNA por el método del 
fenol cloroformo. 
 
7.2 Genotipado de los ratones. 
 
El genotipado de los ratones se realizó mediante PCR para los genes de 
interés: AIB1, Cre, Igf1r. Los cebadores para Igf1r están diseñados de modo que 
detecten la presencia o ausencia de secuencias loxP en este gen (Kloting et al. 
2008). En el caso de AIB1 y Cre el resultado esperado era una banda si el ratón 
era transgénico o ninguna si no lo era. Para evitar posibles confusiones debidas a 
falsos negativos, se añadieron a la reacción cebadores para amplificar un gen 
endógeno que sirviera como control interno y que pudiera ser amplificado con el 
mismo programa de termociclado. En el caso de AIB1 utilizamos cebadores para 
Grf1. En el caso de Cre, los cebadores control amplifican una región del 
cromosoma 14. 
Secuencias de los cebadores empleados: 
AIB1: 5’ GGCCCCGGCCCCCAAGCTTG 3’ 
5’ CGTGAATCACTGGCCAGTGGATCC 3’ 
Grf1: 5’ AGTTGCTGAAGGGAGGAGGGTAGCGGC 3’  
5’ TGACCAGGCCGTCCTCTGTGTAATTGG 3’ 
Cre: 5’ CTGATCTGAGCTCTGAGTG 3’ 
5’ GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT 3’ 
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Cr 14: 5’ CAAATGTTGCTTGTCTGGTG 3’ 
5’ GTCAGTCGAGTGCACAGTTT 3´ 
Igf1r: 5’ TCCCTCAGGCTTCATCCGCAA 3’ 
5’ CTTCAGCTTTGCAGGTGCACG 3’ 
 
Tanto en la secuencia de los cebadores como en el programa de 
termociclado se siguieron las recomendaciones de The Jackson Laboratory para 
amplificar Cre y del Dr. Brünning para detectar secuencias loxP en Igf1r. 
Posteriormente los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en 
gel de agarosa al 2%. El tampón empleado para la electroforesis fue TAE (Tris-HCl 
40 mM, ácido acético 30 mM y EDTA 1 mM, pH 7.6) y el tampón de carga 
Blue/Orange 6X Loading Dye (Promega). Los geles de agarosa se prepararon con 
TAE conteniendo bromuro de etidio 0.5 µg/ml (Invitrogen). Los marcadores de 
peso molecular utilizados fueron Lambda DNA/Hind III (Invitrogen) y phiX174/Hae 
III (Promega). El DNA resuelto en el gel de agarosa se visualizó en un 
transiluminador de luz ultravioleta (Bio-Rad). Las bandas observadas fueron las 
siguientes: 
GEN BANDA OBTENIDA 
AIB1 340 pb; 800 pb = Control interno 
Cre 550 pb; 200 pb = Control interno 
Igf1r  300 pb = alelo silvestre; 350 pb = alelo loxP 
 
 
7.3 Comprobación de la deleción en Igf1r en DNA genómico. 
 
La comprobación de la deleción del exón 3 de Igf1r tanto en DNA de cola 
como de glándula mamaria se realizó siguiendo de nuevo las recomendaciones 
del Dr.Brünning, utilizando cebadores que hibridaban en el intrón anterior a la zona 
a delecionar (exón 3) y en el interior del exón 3, de modo que permitían detectar si 
se había producido la recombinación inducida por Cre. La secuencia de los 
cebadores empleados es la siguiente: 
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5’ TTATGCCTCCTCTCTTCATC 3’ 
5’ CTTCAGCTTTGCAGGTGCACG 3’ 
 
Esta reacción de PCR estaba específicamente diseñada para detectar tres 
tipos de alelos (Cadoret et al. 2005; Loladze et al. 2006): el alelo silvestre (1100 
pb), el alelo con secuencias loxP (1300 pb) y el alelo recombinado al que le falta el 
exón 3, Igf1r∆Exón 3 (495 pb). 
Tras la PCR los fragmentos amplificados se separaron mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 2%, tal y como se ha explicado en el apartado 
anterior.  
 
8. Técnicas con RNA. 
 
8.1 Extracción de RNA. 
 
El RNA del cultivo de MMECs se extrajo lavando dos veces las placas de 
cultivo con PBS. Sobre la superficie de la placa de cultivo se añadió el volumen de 
TRIzol (Invitrogen) recomendado por el fabricante según el tamaño de la placa. 
Tras homogenizar la muestra con la pipeta, se transfirió a un tubo de 1.5 ml 
(Eppendorf), y se añadieron 100 µl de cloroformo (Merck). La mezcla se agitó 
vigorosamente durante 30 segundos y se dejó reposar 5 minutos antes de ser 
centrifugada a 4ºC durante 15 minutos a 14.000 rpm con objeto de separar la fase 
orgánica de la fase acuosa. El RNA se precipitó de la fase acuosa mediante la 
adición de 250 µl de isopropanol (Merck), dejándolo reposar 10 minutos a 
temperatura ambiente y centrifugando durante 10 minutos a 14.000 rpm. El 
precipitado se lavó con etanol 70%, se resuspendió en tampón de DNasa y se 
trató con 20 unidades de DNasa I (Takara) durante 30 minutos a 37ºC para 
eliminar las posibles trazas de DNA. Finalmente, el RNA se purificó con el sistema 
RNeasy (Qiagen), se cuantificó en un espectofotómetro NanoDrop (Thermo 
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Scientific), almacenándose a -80ºC hasta el momento de su uso. Todo el material 
utilizado para la manipulación de RNA estaba libre de RNasas. 
La extracción de RNA de tejido se realizó de modo similar a la de cultivo 
pero triturando en hielo una glándula mamaria completa en 1 ml de TRIzol 
(Invitrogen) mediante un homogeneizador Ultra-Turrax. Posteriormente se 
continuó con el protocolo tal y como se ha descrito. 
  
8.2 RT-PCR semicuantitativa. 
 
La transcripción inversa de los RNAs aislados se realizó mediante el 
sistema SuperScript First-Strand Synthesis (Invitrogen), excepto para Igf1r. Se 
preparó una mezcla con 1.5 µg de RNA total, 1µl de oligo(dT) 0.5 µg/µl, 1µl de 
dNTPs 10 mM y agua tratada DEPC (Ambion) hasta 10 µl de volumen final. El 
RNA se desnaturalizó durante 5 minutos a 65ºC e inmediatamente después se 
enfrió en hielo durante 1 minuto. A continuación, se añadieron 2 µl de tampón de 
reacción 10X, 4 µl de MgCl2, 2 µl de DTT y 1 µl de RNasa Out, y la muestra se 
incubó 2 minutos a 42ºC. Seguidamente, se adicionó la polimerasa SuperScript II y 
se incubó a 42ºC durante 50 minutos más. Las reacciones se terminaron a 70ºC 
durante 15 minutos. La muestra se trató con RNasa H a 37ºC durante 20 minutos 
con objeto de eliminar cualquier resto de RNA. Todo el programa se realizó en un 
termociclador Eppendorf. Los cDNAs obtenidos se guardaron a -80ºC hasta su 
utilización. El análisis de la expresión de genes se realizó por PCR 
semicuantitativa a partir de los cDNAs obtenidos, empleando cebadores 
específicos para cada gen: 
 
Gapdh: 5´ ACCACAGTCCATGCCATCAC 3´ 
5´ TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3´ 
AIB1: 5´ GGCCAGTGATTCACGAAAACG 3´ 
5´ ACTTTCCTGCTCCCGTCTCC 3´     
Cre: 5´ GACCAGGTTCGTTCACTCATGG 3´ 
5´ AAATCCATCGCTCGACCAGTTT 3´ 
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Vegf: 5´ GACACGGTGGTGGAAGAAG 3´ 
5´ GTCCTGCCCCATTGCTCTG 3´    
Vegfr1: 5´ GTCTGTGTGCTTAGGTCGTG 3´ 
5´ CTGCAGGCTGTCTCAGTGG 3´ 
Vegfr2: 5´ GCCTGTCAGGAAACGCAAAG 3´ 
5´ CCTGAGAGATGAGGAAGGAG 3´ 
Igf1r: 5´ AGGAGAAGCCCATGTGTGAG 3´ 
5´ CAGGAAGGACAAGGAGACCA 3´ 
 
En el caso de la comprobación en RNA de MMECs de la deleción del exón 
3 en Igf1r se utilizó el kit SuperScript One-Step RT-PCR System (Invitrogen), que 
genera en una misma reacción cDNA y DNA, para posteriormente visualizar los 
fragmentos de DNA obtenidos directamente en un gel de agarosa. En este caso, 
los cebadores se diseñaron en el exón 2 y 5 de Igf1r, de modo que se podían 
detectar dos tipos de bandas en el gel: una de 650 pb perteneciente al RNA 
íntegro y una de 338 pb que correspondía al RNA de Igf1r que había perdido el 
exón 3. 
En el experimento con RNA de MMECs se comprobó la expresión de los 
transgenes AIB1 y Cre y la deleción en Igf1r. Gapdh se usó como comprobación 
de la integridad del RNA. 
En el experimento con RNA de los genes Vegf, Vegfr1 y Vegfr2 se realizó 
una cuantificación de la expresión semicuantitativa. Las reacciones de 
amplificación se prepararon por triplicado y las intensidades de las bandas se 
cuantificaron mediante el programa Quantity One (Bio-Rad) y se normalizaron a 
los niveles de Gapdh como gen de control interno. 
 
8.3 RT-PCR en tiempo real. 
 
La transcripción inversa de los RNAs aislados se realizó mediante el sistema 
SuperScript First-Strand Synthesis (Invitrogen) tal y como se ha descrito. Con el 
cDNA obtenido se preparó una PCR en tiempo real con los mismos cebadores 
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indicados arriba para Vegf, Vegfr1, Vegfr2 y Gapdh, 300 ng de cDNA y el reactivo 
SYBR green supermix (Bio-Rad). Cada muestra se preparó por triplicado en el 
termociclador de tiempo real Lightcycler 480 (Roche). Los valores obtenidos se 
analizaron con el software del aparato, relativizando a los valores de GAPDH. 
  
9. Técnicas con proteínas. 
 
9.1 Extracción de proteínas. 
 
La extracción de proteínas de los cultivos de HMECs y de MMECs se preparó 
lavando las placas de cultivo cuidadosamente con PBS frío y manteniéndolas 
sobre hielo, recogiendo exhaustivamente el último lavado. Posteriormente se 
realizó la lisis celular en medio hipertónico con el tampón comercial 10x Cell Lysis 
(Cell Signaling) suplementado con cloruro sódico 300 mM (Sigma), fluoruro sódico 
1 mM (Sigma), AEBSF 1 mM (Roche) y un complejo inhibidor de proteasas 
(Roche). Se raspó la superficie de la placa con una espátula (Corning) en 
presencia del tampón de lisis, y la mezcla se transfirió a un tubo de 1.5 ml 
(Eppendorf) previamente enfriado en hielo. Los lisados se mantuvieron en hielo 
durante 15 minutos agitándose vigorosamente en un vórtex (VWR International) 
durante 10 segundos a intervalos de 2-3 minutos. A continuación se centrifugó la 
suspensión a 16000 x g durante 15 minutos a 4ºC. Se descartó el precipitado y se 
obtuvieron los extractos de proteínas en el sobrenadante. Seguidamente se 
cuantificó la cantidad de proteína presente en cada lisado. Las cuantificaciones se 
realizaron por métodos fotométricos a una longitud de onda de 595 nm empleando 
la técnica de Bradford (Bio-Rad). Como blanco se empleó el tampón de lisis que 
se había usado previamente. La concentración proteica fue determinada mediante 
extrapolación de los valores de absorbancia obtenidos por las muestras frente a 
los valores de una recta patrón con concentraciones conocidas de BSA (Sigma).  
La extracción de proteínas de glándula mamaria se realizó de distinta forma 
teniendo en cuenta que los lisados proteicos se iban a utilizar para medidas de 
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actividad luciferasa. Se preparó tampón de lisis PLB 1X (Passive Lysis Buffer de 
Promega, 5X) con un complejo inhibidor de proteasas (Roche). Las glándulas 
mamarias extirpadas a las hembras se pesaron y se trituraron en hielo en 
aproximadamente 10 volúmenes de tampón PLB con un homogeneizador 
(ULTRA-TURRAX) en un tubo de 1.5 ml (Eppendorf). Los lisados se mantuvieron 
en hielo durante 30 minutos, agitando con vórtex cada 5 minutos. Posteriormente 
se centrifugaron a 16000 x g durante 15 minutos a 4ºC para eliminar las partículas 
insolubles. Se recogió el sobrenadante con una jeringa de insulina para evitar 
recoger la grasa adherida a la pared del tubo. Los lisados se volvieron a 
centrifugar a 16000 x g durante 15 minutos a 4ºC. Se recogió el sobrenadante con 
una jeringa de insulina y se paso a otro tubo. Por último, se midió la concentración 
proteica mediante el método de Bradford. 
 
9.2 Inmunotransferencia de proteínas. 
 
La separación de proteínas fue llevada a cabo por electroforesis en 
minigeles verticales de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE), según el 
método de Laemmli. Estos geles verticales se componían de dos regiones: el gel 
empaquetador o de apilamiento en la parte superior (Tris-HCl 250 mM, SDS 7 mM, 
4% de acrilamida:bisacrilamida, pH 6.8 Bio-Rad) y el gel de resolución en la parte 
inferior (Tris-HCl 375 mM, SDS 3.5 mM, pH 8.8), cuyo tamaño de poro variaba 
según el tamaño de la proteína a analizar y el porcentaje de acrilamida añadido 
(entre 7.5 y 15%). Para polimerizarlos se utilizaron persulfato amónico (Sigma) y 
TEMED (Merck). Antes de proceder a su separación, las muestras proteicas se 
desnaturalizaron durante 5 minutos a 95ºC en presencia de solución 
desnaturalizadora de Laemmli 1X (glicerol 10%, SDS 1%, Tris-HCl 50 mM, pH 6.8, 
azul de bromofenol 0.0625% Merck y β-mercaptoetanol 2.5% Merck). Se cargó un 
total de 50 µg de proteína por calle. La electroforesis se realizó a voltaje constante 
(100V) en tampón Tris-HCl 25 mM, glicina 200 mM y SDS al 0.05%. Los tanques, 
sistemas de preparación de geles y fuentes de alimentación fueron obtenidos de 
Bio-Rad. Para poder detectar proteínas específicas, los geles de poliacrilamida 
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resueltos por SDS-PAGE fueron transferidos a membrana de fluoruro de 
polivinilideno (Millipore) en tampón de transferencia (Tris-HCl 25 mM, pH 8.3, 
glicina 192 mM y metanol al 20%) durante toda la noche a 200 mA y a 4ºC. 
Finalizada la transferencia, las membranas se incubaron durante al menos 60 
minutos en BSA al 5% en el tampón de lavado TTBS (Tris-HCl 25 mM, pH 8, NaCl 
150 mM, KCl 2.5 mM y 0.1% de Tween 20) para bloquear las uniones 
inespecíficas. Posteriormente, las membranas se incubaron durante toda la noche 
a 4ºC con el anticuerpo primario correspondiente diluido en TTBS y BSA al 3%. Se 
utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-IGF1Rβ (conejo, policlonal, Cell 
Signalling) diluido 1:1000, anti-AIB1 (ratón, monoclonal, BD) diluido 1:500, anti-Cre 
(conejo, policlonal, Novagen) diluido 1:10000, anti-Actinaβ (ratón, monoclonal, 
Sigma) diluido 1:10000. 
Las membranas se lavaron tres veces en TTBS y se incubaron 60 minutos 
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario apropiado: anti-Ratón o anti-
Conejo unidos a HRP diluidos 1:5000 (GE Healthcare). Las proteínas se 
visualizaron con el sistema quimioluminiscente ECL de Santa Cruz o con el 
sistema más sensible ECL Plus de GE Healthcare.  
 
10. Medida de actividad transcripcional: gen reportero 
luciferasa. 
 
La activación del promotor de VEGFR2 en los lisados obtenidos de las 
glándulas mamarias de los ratones VEGFR2-Luciferasa, se midió por 
quimioluminiscencia usando un luminómetro (Berthold Detection Systems). Se 
transfirieron 50 µl del lisado correspondiente a cada animal en 3 tubos diferentes 
para tomar la medida por triplicado y el lisado se dejó atemperar. Al introducir los 
tubos en el luminómetro), el aparato inyectó automáticamente a cada tubo 100 µl 
del sustrato de la luciferasa (luciferina de Promega) y se midió la luz emitida por la 
reacción catalizada por la luciferasa. 
  
MATERIALES Y MÉTODOS 
102 
 
11. Análisis estadístico de datos.  
 
Los cálculos de las medias y desviaciones estándar de los datos fueron 
realizados mediante Excel, así como la construcción de las gráficas. El análisis de 
la significación estadística de los datos se realizó con el programa SigmaPlot 
(versión 9), aplicando la distribución t de Student. Se consideró estadísticamente 
significativo un nivel de significancia igual o menor del 5 (p≤ 0.05). Los niveles de 
significancia se muestran como: ns, no significativo; * p< 0.05; ** p < 0.01;           
*** p <0.001. 
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1. Generación y análisis del fenotipo de ratones con 
inactivación específica de IGF-IR y sobreexpresión de AIB1 en 
la glándula mamaria (ratones IGF-IRGMKO/tgAIB1). 
 
1.1. Generación de ratones WT, tgAIB1, IGF-IRGMKO,                   
IGF-IRGMKO/tgAIB1.  
 
Para evaluar si AIB1 promueve hiperplasia mamaria mediante un 
incremento en la señalización a través de IGF-I/IGF-IR, se generaron ratones con 
una deleción específica de Igf1r en la glándula mamaria (GM), ya que el knockout 
(KO) total es inviable, muriendo los ratones al nacer por fallo respiratorio (Liu et al. 
1993). Esto ha sido posible gracias al uso del sistema de inactivación génica 
tejido-específica Cre-loxP, como se detalla en la sección “Materiales y métodos”. 
Cruzamos estos ratones con nuestro modelo murino que sobreexpresa 
moderadamente la variante humana de AIB1 en la GM, obteniendo los cuatro 
genotipos necesarios para el estudio (Figura 16): 
 
Igf1rloxP/loxP: ratón portador de secuencias loxP pero no de Cre, por lo 
tanto no se produce la deleción de Igf1r.  
MMTV-AIB1+/-/Igf1rloxP/loxP: ratón portador de secuencias loxP y del 
transgén AIB1 con expresión dirigida a la GM.  
MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP: ratón portador de secuencias loxP y del 
transgén Cre con expresión dirigida a la GM. En este ratón se produce la deleción 
de Igf1r. 
MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP/MMTV-AIB1+/-: ratón portador de secuencias 
loxP, y transgénico de Cre y AIB1. En este ratón se produce la deleción de Igf1r y 
la sobreexpresión de AIB1 en la GM. 
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Para poder obtener hembras de todos los genotipos en cantidad suficiente 
para el estudio, se establecieron numerosas jaulas de cruce. Todos los ratones 
utilizados se genotiparon tras el destete mediante biopsia de cola y posterior 
análisis por PCR con cebadores específicos para los distintos genes implicados: 
Igf1r, AIB1 y Cre. En el caso de los transgenes AIB1 y Cre, se añadieron a las 
reacciones de PCR cebadores Control para evitar falsos negativos debidos a fallos 
de amplificación (Figura 17). 
 
 
 
Figura 16. Esquema de los cruces realizados para obtener los 4 genotipos objeto de 
estudio. Ratones MMTV-Cre+/+, que expresan la recombinasa Cre en la glándula mamaria, se 
cruzaron con ratones Igf1rloxP/loxP, caracterizados por tener el exón 3 del gen Igf1r  flanqueado 
por secuencias loxP. En paralelo, se realizaron cruces con ratones MMTV-AIB1+/-, que 
sobreexpresan el gen AIB1 humano en la glándula mamaria.  
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Una vez obtenidos ratones de los 4 genotipos del estudio, se realizó una 
PCR con cebadores específicamente diseñados para comprobar si se producía la 
recombinación del exón 3 de Igf1r mediada por Cre (Figura 18). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Genotipado de los ratones mediante PCR con ADN genómico procedente de 
biopsia de cola. Por cada ratón se prepararon 3 reacciones de PCR. A) Detección del 
transgén AIB1. B) Detección del transgén Cre. C) Detección de los alelos floxado (loxP) y 
silvestre (+) de Igf1r. Calle 1: ratón Igf1rloxP/+; calle 2: ratón MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP; calle 3: 
ratón MMTV-AIB1+/-/Igf1rloxP/loxP; calle 4: ratón MMTV-Cre+/-/ Igf1rloxP/loxP/MMTV-AIB1+/-. 
Figura 18. Comprobación de la deleción del exón 3 de Igf1r producida por Cre en DNA 
genómico de biopsia de cola. Se realizó una PCR con cebadores que detectan la presencia 
de secuencias loxP y la deleción del exón 3 de Igf1r. Calle 1: ratón Igf1rloxP/+; calle 3: ratón 
MMTV-AIB1+/-/Igf1r/loxP/loxP. En ambos casos no se observó el alelo delecionado (Igf1r∆Exón 3). 
Calle 2: ratón MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP; calle 4: ratón MMTV-Cre+/-/ Igf1rloxP/loxP/MMTV-AIB1+/-. Se 
detectó el alelo Igf1r∆Exón 3  en los dos ratones portadores de Cre.  
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En la Figura 17 se observa que la presencia de secuencias loxP en 
ausencia de Cre no produjo ningún efecto en Igf1r (calle 1). La coexistencia de Cre 
y AIB1 en un mismo ratón no interfirió en la actividad recombinasa de Cre, puesto 
que se detectó el alelo delecionado (Igf1r∆Exón 3) tanto en ausencia como en 
presencia de AIB1 (calles 2 y 4). En los dos genotipos de ratones portadores de 
Cre (calles 2 y 4) se detectó el alelo delecionado (Igf1r∆Exón 3) como se había 
observado previamente en otros estudios similares (Cadoret et al. 2005; 
Holzenberger et al. 2000; Holzenberger et al. 2001; Kloting et al. 2008). En estos 
ratones portadores de Cre (calles 2 y 4) todavía quedaba una parte de Igf1r sin 
delecionar (alelos Igf1rloxP), probablemente debido a que la expresión de Cre bajo 
el control del promotor MMTV es exclusiva de célula epitelial y no se presenta en 
todos los tipos celulares existentes en la cola de ratón, y a que se ha descrito 
mosaicismo en su patrón de expresión (Wagner et al. 1997).  
Las crías procedentes de los distintos cruces no mostraron diferencias de 
crecimiento, sugiriendo que en las hembras MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP la lactancia 
no estaba impedida. Tras el destete, no se observó ninguna anomalía 
macroscópica de interés entre los distintos tipos de ratones, a excepción de una 
particularidad en la coloración del pelaje. Desde el primer cruce de ratones  
MMTV-Cre+/+ (pelaje amarillo) con ratones Igf1rloxP/loxP (pelaje negro), el 100% de 
los ratones usados en este trabajo portadores de Cre tenían el pelaje de color 
amarillo pardo, algo más oscuro que los ratones MMTV-Cre+/+. No se encontró 
ningún ratón portador de Cre que tuviera el pelaje negro, como se ha reflejado en 
la Figura 16. Los ratones portadores de Cre (amarillo pardo) tenían un pelaje 
menos acicalado y parecían a priori de mayor tamaño que los ratones no 
portadores de Cre (negros), característica más llamativa cuando los ratones 
envejecían. Por este motivo, se decidió pesar a las hembras vírgenes antes del 
sacrificio por si había alteraciones en el peso, no encontrándose diferencias 
significativas ni considerando cada genotipo por separado, ni al comparar ratones 
portadores de Cre (amarillo pardo) frente a no portadores (negro): 
MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP 23.16 ± 1.61 g 
MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP/MMTV-AIB1+/- 23.70 ± 1.65 g 
Igf1rloxP/loxP 21.81 ± 0.85 g 
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MMTV-AIB1+/-/Igf1r/loxP/loxP 22.90 ± 1.06 g 
Portador Cre 23.47 ± 1.58 g 
No portador Cre 22.51 ± 1.09 g 
 
No obstante, sí que se observaron discrepancias en el tamaño de las 
mamas, como se explica más adelante en este estudio. 
Demostrada la deleción en Igf1r, y teniendo en cuenta que los ratones 
Igf1rloxP/loxP y los MMTV-AIB1+/-/Igf1r/loxP/loxP eran indistinguibles de ratones 
silvestres y transgénicos de AIB1, respectivamente, los cuatro genotipos 
comparados en este estudio serán nombrados de aquí en adelante del siguiente 
modo: 
Igf1rloxP/loxP → WT 
MMTV-AIB1+/-/Igf1rloxP/loxP → tgAIB1 
MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP → IGF-IRGMKO 
MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP/MMTV-AIB1+/- → IGF-IRGMKO/tgAIB1 
 
1.2. Análisis del fenotipo de la glándula mamaria en ratones WT, 
tgAIB1, IGF-IRGMKO, IGF-IRGMKO/tgAIB1. Descubrimiento de la 
existencia de ratones Igf1rloxP/∆Exón 3.  
 
Una vez obtenidas más de 6 hembras de cada genotipo, se procedió a 
evaluar las  alteraciones morfológicas producidas por la inactivación de IGF-IR y la 
sobreexpresión de AIB1 en la GM de hembras vírgenes. 
Dada la enorme contribución de las hormonas sexuales a la morfología de 
la mama, a la hora de comparar las GM se tuvo en cuenta la fase del ciclo estral 
en la que se encontraban las hembras. Para ello, se realizó un frotis vaginal a 
cada hembra inmediatamente después del sacrificio (Figura 19). 
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FASES DEL CICLO ESTRAL 
ESTADÍO DIESTRO PROESTRO ESTRO METAESTRO 
COMPOSICIÓN 
CITOLÓGICA 
DEL FROTIS 
VAGINAL  
Estado de 
reposo sexual. 
Se observan 
abundantes 
leucocitos y 
escasas células 
epiteliales 
nucleadas. 
Fluido vaginal 
mucoso.  
Fase preparativa al 
estro. 
Caracterizada por 
la presencia de 
células epiteliales 
redondeadas y con 
núcleo voluminoso, 
solas o en grupos. 
Ausencia casi total 
de leucocitos.  
Fase de celo. 
Se observan 
abundantes 
células 
cornificadas 
no nucleadas 
o con núcleo 
degenerado. 
Ausencia total 
de leucocitos.  
Fase post 
ovulatoria. 
Disminuye el 
número de 
células 
cornificadas y 
vuelven a 
aparecer los 
leucocitos.  
 
 
 
Para comenzar el análisis comparativo del fenotipo de los diferentes 
genotipos, se visualizó a nivel microscópico la morfología de la cuarta GM 
(abdominal izquierda) mediante la tinción de mama completa descrita en el 
apartado “Materiales y métodos”, ya que permite obtener una visión global del 
Figura 19. Análisis de las fases del ciclo estral. Se muestra un ejemplo representativo de un 
frotis vaginal teñido con hematoxilina/eosina perteneciente a cada fase del ciclo. 
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desarrollo del epitelio mamario (Figura 20). Todas las hembras analizadas 
estaban en la fase de proestro. 
 
 
 
Figura 20. La expresión de IGF-IR no necesaria para la hiperplasia mamaria producida por 
AIB1. Glándulas mamarias de hembras vírgenes de 7 semanas de edad teñidas con carmín 
aluminio (tinción de mama completa). A la izquierda se muestra la visión general y a la derecha 
una magnificación del área enmarcada. Barra de escala 5 mm.  
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La GM correspondiente al animal tgAIB1 mostró un desarrollo ductal 
mayor que la del WT. La mama IGF-IRGMKO presentó un crecimiento reducido. Por 
el contrario, cuando el déficit de IGF-IR se acompañaba de la sobreexpresión de 
AIB1 (IGF-IRGMKO/tgAIB1), el desarrollo ductal era mayor. Sin embargo, a medida 
que se amplió el número de animales para completar este estudio encontramos 
algún caso dispar en la morfología y desarrollo ductal dentro de un mismo 
genotipo (Figura 21).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Pequeñas variaciones en la morfología de las mamas analizadas.  Ejemplo 
comparativo de dos glándulas mamarias de cada genotipo, procedentes de hembras vírgenes 
de 7 semanas de edad teñidas con carmín aluminio. Barra de escala 5 mm.  
                                                                                        RESULTADOS 
115 
 
En algunos casos no se apreciaron diferencias significativas en el 
desarrollo ductal de la GM (compárese WT del panel derecho con IGF-IRGMKO del 
panel izquierdo de la Figura 21). Estos resultados sugieren que la manifestación 
fenotípica de los genotipos analizados no tenía una penetrancia del 100%, de 
modo que la deleción de IGF-IR no estaría afectando en todos los ratones al 
desarrollo mamario. Alternativamente, es posible que la deleción de IGF-IR no 
estuviera ocurriendo en todas las células del epitelio mamario, dándose un 
mosaicismo de deleción debido a una expresión en mosaico de Cre. 
Con objeto de averiguar el motivo de la variabilidad fenotípica, se extrajo 
DNA de la GM de todos los ratones usados para la tinción de mama completa. Se 
eligió esta estrategia en lugar de usar el DNA de la biopsia de cola usado para su 
genotipado, para correlacionar in situ el genotipo con el fenotipo. Se realizó la 
reacción de PCR descrita anteriormente en la Figura 18, que permite detectar los 
alelos Igf1rloxP, Igf1r+ e Igf1r∆Exón 3. Este tipo de PCR no se preparaba de forma 
rutinaria para el genotipado de los ratones mediante biopsia de cola, pero sí se 
realizó inicialmente con las primeras camadas de los cruces para comprobar que 
el sistema Cre-loxP funcionaba en nuestro modelo animal. 
En la Figura 22 se muestra un ejemplo de los productos de PCR 
obtenidos en 12 de los DNA testados. Todos los ratones del cruce de la 
generación F2 mostraron un genotipo Igf1rloxP/loxP, siendo algunos también 
transgénicos de Cre y/o de AIB1. Un resultado esperado era que solo los ratones 
con genotipo   MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP, independientemente de si también eran 
MMTV-AIB1+/-, debían presentar la banda correspondiente al alelo de Igf1r 
delecionado (Igf1r∆Exón 3). Sin embargo, algunos de los ratones que no eran 
transgénicos de Cre presentaban la deleción en Igf1r (indicado con astericos en 
las calles 9, 11 y 12 de la Figura 22). La especificidad de esta reacción de PCR ya 
había sido comprobada previamente empleando DNA de ratones Igf1r+/+, Igf1rloxP/+, 
MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/+, por lo que la veracidad de la banda observada no se 
cuestionó. 
Estos resultados sólo podían explicarse si el alelo delecionado era algo 
heredado en el ratón, y no un proceso de recombinación postnatal. 
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Una vez completado el análisis de todos los DNA se observó que la 
deleción de Igf1r aparecía en ratones destetados el mismo día, por lo que se 
realizó una reconstrucción meticulosa de los genotipos de los cruces previos 
establecidos para generar los ratones empleados en este estudio. De este modo, 
se observó una correlación clara entre el tipo de cruce del que provenían los 
ratones, y la presencia o no del alelo de Igf1r delecionado: todos los ratones que 
mostraban el alelo Igf1r∆Exón 3 sin ser transgénicos de Cre, descendían de cruces 
Figura 22. Detección del alelo Igf1r∆Exón 3 en ausencia de Cre. El DNA extraído de glándula 
mamaria se usó en una reacción de PCR para detectar alelos Igf1rloxP e Igf1r∆Exón 3 según se 
muestra en la Figura 23. Calle 1: control negativo sin ADN. Calles 2-7: descendencia 
procedente de cruces con un ratón MMTV-Cre+/- macho en la F1 y en la F2. Calles 8-13: 
progenie obtenida de cruces con ratón MMTV-Cre+/- hembra en la F1 y/o en la F2. Las bandas 
marcadas con un asterisco corresponden a los alelos Igf1r∆Exón 3. Su presencia en ratones no 
transgénicos de Cre sugiere que la deleción ocurrió en células germinales de una hembra 
antecesora que sí era transgénico de Cre. 
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en los que en alguna generación, ya fuera F1, F2 o ambas se había usado a la 
hembra como la portadora de Cre. En la F3, solo se obtenía un alelo Igf1r íntegro 
(no delecionado) en ausencia de Cre, si se había usado un macho MMTV-Cre+/- en 
la F1 y también en la F2 (Figura 22, parte superior). 
Estos resultados sugieren que, pese a que el promotor MMTV es 
específico de célula epitelial, la expresión de Cre había tenido lugar bien en la 
línea germinal femenina de las hembras. 
Se ha descrito que el promotor MMTV dirige la expresión de Cre a 
distintos tejidos y tipos celulares concretos. En este sentido, se han establecido 2 
cepas comerciales de ratones MMTV-Cre, cuya diferencia principal reside en el 
momento de inicio de la expresión de Cre, y en si esta proteína se expresa o no en 
la línea germinal femenina (Wagner et al. 2001). La línea D adquirida para este 
proyecto, está descrito que presenta una expresión de Cre en el epitelio mamario 
coincidente con la activación de las hormonas ováricas, aproximadamente a los 22 
días de vida postnatal, pero no se detecta expresión de la recombinasa en oocitos. 
Por el contrario, en la línea A, Cre se expresa en la GM a partir del 6º día de vida y 
en los oocitos durante el desarrollo folicular.  
En contra de los esperado en nuestro modelo animal, todos los 
descendientes de hembras MMTV-Cre+/- y portadoras de algún alelo Igf1rloxP, 
nacerían con un alelo Igf1r∆Exón 3, independientemente de que hubieran o no 
heredado Cre. Con todo ello, las diferencias morfológicas observadas en la Figura 
21 pueden ser explicadas por la deleción de Igf1r en células germinales de 
hembras portadoras de Cre. A pesar de que la línea D está descrita como carente 
de expresión de Cre en oocitos, una posible explicación a este fenómeno sería 
que el cruce entre distintas cepas para generar los ratones de la F1 y F2 hubiera 
activado dicha expresión. 
Esta deleción inesperada de Igf1r en células germinales de hembras 
también puede explicar los distintos porcentajes de descendientes con un alelo 
Igf1r delecionado, según fuera la estrategia seguida para establecer los cruces. 
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1.3. Cambio en la estrategia de los cruces establecidos para la 
generación de ratones WT, tgAIB1, IGF-IRGMKO, IGF-IRGMKO/tgAIB1.  
 
Como se ha explicado en el apartado 1.2, se obtuvieron ratones con una 
deleción congénita en Igf1r y no producida de forma postnatal por la 
recombinación de los sitios loxP causada por Cre. Este hecho produjo animales 
Igf1rloxP/loxP y MMTV-AIB1+/-/Igf1rloxP/loxP que, aun no teniendo Cre en su genotipo, 
contenían un alelo delecionado de Igf1r. Mediante la estrategia de PCR mostrada 
en la Figura 22 se podría haber comprobado si los ratones eran o no portadores 
de este alelo heredado Igf1r∆Exón 3 con el fin de excluirlos del estudio. Sin embargo, 
en los ratones MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP y MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP/MMTV-AIB1+/- 
existía una variable que no estaba bajo control, la posibilidad de distinguir entre el 
alelo Igf1r∆Exón 3 heredado del generado en el propio animal de estudio. Poder 
hacer esta distinción era de suma importancia, puesto que la deleción que se 
Tabla 3. Porcentaje de ratones de cada genotipo. El tipo de descendencia varía en función 
de si se utiliza una hembra o un macho portador del transgén Cre, como se ha explicado en la 
Figura 22.   
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produce en los oocitos se hereda en todo el organismo a diferencia de la generada 
a nivel postnatal. En referencia a la GM, estaríamos comparando mamas con 
déficit de IGF-IR estromal (heredado) y epitelial (heredado y postnatal) frente a GM 
con déficit de IGF-IR solo a nivel epitelial.  
Por este motivo, se decidió establecer de nuevo todos los cruces 
siguiendo un orden equivalente al original pero teniendo en cuenta el sexo y el 
genotipo de cada pareja (Figura 23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Nueva estrategia de cruces realizados para obtener los 4 genotipos objeto de 
estudio. Se indica con el símbolo masculino o femenino cuando el sexo del ratón es decisivo en 
el tipo de cruce. En los demás casos el sexo del ratón no es determinante. 
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1.4. Análisis del fenotipo de la glándula mamaria en ratones WT, 
tgAIB1, IGF-IRGMKO, IGF-IRGMKO/tgAIB1.   
 
1.4.1. Análisis mediante tinción de mama completa. 
 
Con objeto de obtener una visión global del desarrollo de la mama, se 
extrajo la cuarta glándula mamaria (abdominal izquierda) de hembras vírgenes de 
7 y 11 semanas de edad pertenecientes a los 4 genotipos anteriormente citados: 
WT, tgAIB1, IGF-IRGMKO e IGF-IRGMKO/tgAIB1. Los tejidos se fijaron y se realizó 
una tinción con carmín aluminio, que permitió analizar el grado de desarrollo, 
ramificaciones y proporción en que los ductos epiteliales ocupan el estroma o fat 
pad mamario, lo cual es un indicador de proliferación celular y permite detectar 
hiperplasias así como lesiones neoplásicas y preneoplásicas. 
En la Figura 24 se muestra la morfología típica de la GM de un ratón 
silvestre (WT) de 7 semanas de edad. A esta edad, los ductos han ido creciendo 
de dos formas: elongándose desde el pezón hacia el extremo dorsal del estroma 
sin llegar todavía a alcanzarlo, y ramificándose lateralmente dando lugar a ductos 
secundarios que irán colonizando y ocupando el estroma.  
La GM del animal tgAIB1 presentaba mayor elongación ductal, y sobre 
todo mayor número de ramificaciones que la GM WT. 
La GM deficiente en IGF-IR mostró un crecimiento reducido. Los ductos se 
habían elongado y ramificado menos que en el animal WT. 
La GM IGF-IRGMKO/tgAIB1, a diferencia de la GM IGF-IRGMKO, había 
recuperado el crecimiento ductal asemejándose más a la morfología de la tgAIB1.  
A las 11 semanas de edad (Figura 25), los ductos habían alcanzado 
prácticamente el extremo dorsal del estroma. Por ello, en sentido longitudinal, no 
se apreciaban cambios entre los distintos genotipos, algo que además se veía 
reforzado visualmente por el hecho de que las GM de los ratones transgénicos de 
Cre eran más grandes. Sin embargo, sí que se observaron diferencias en el 
rellenado del estroma. La mama tgAIB1 presentaba mayor densidad de ductos. La 
GM IGF-IRGMKO tenía un estroma más despoblado y al igual que ocurría a las 7 
                                                                                        RESULTADOS 
121 
 
semanas, la GM IGF-IRGMKO/tgAIB1 presentaba un desarrollo mayor, parecido al 
de la GM tg AIB1. 
 
 
 
 
Figura 24. La sobreexpresión de AIB1 en mamas deficientes en IGF-IR produce un 
aumento del crecimiento ductal. Glándulas mamarias de hembras vírgenes de 7 semanas de 
edad teñidas con carmín aluminio.  A la izquierda se muestra la visión general y a la derecha 
una magnificación del área enmarcada. Barra de escala 5 mm.  
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Figura 25.  La sobreexpresión de AIB1 en mamas deficientes en IGF-IR produce un 
aumento de densidad ductal. Glándulas mamarias de hembras vírgenes de 11 semanas de 
edad teñidas con carmín aluminio.  A la izquierda se muestra la visión general y a la derecha 
una magnificación del área enmarcada. Barra de escala 5 mm.  
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1.4.2. Análisis morfométrico. 
 
Tras el análisis morfológico de la GM en los 4 genotipos, se cuantificaron 
varios parámetros mesurables con objeto de establecer datos objetivables y sus 
desviaciones en las diferencias observadas. Para este fin, se emplearon imágenes 
de las tinciones de mama completa (visión general) de 4 a 6 ratones por grupo 
tomadas a las 7 y 11 semanas de edad. 
En la Figura 26 se muestran las medidas de la longitud máxima del 
epitelio ductal de la mama o penetración ductal, parámetro tradicionalmente usado 
y basado en la distancia desde el nódulo linfático central hasta el final del ducto 
más largo. En la Figura 26 A se muestra el resultado obtenido usando esta 
medida. A las 7 semanas existían diferencias significativas que confirmaban la 
morfología observada en la tinción: las mamas con déficit en IGF-IR recuperaban 
el desarrollo ductal cuando sobreexpresaban AIB1. Sin embargo, a las 11 
semanas no se apreciaron cambios significativos. A esta edad se observó un 
aumento del tamaño de las mamas de ratones IGF-IRGMKO e IGF-IRGMKO/tgAIB1 
(Figura 26 B), lo que pudiera llevar a error en una medida absoluta como esta. Por 
ello, tomando esto en consideración, se decidió medir la penetración ductal 
relativa, es decir, la distancia desde el nódulo linfático central hasta el ducto más 
largo, pero referida al tamaño total del estroma (Figura 26 C). En este caso, sí que 
se apreciaron diferencias significativas a las 7 y a las 11 semanas de edad, 
aunque sutiles en el caso de 11 semanas. Estas medidas relativas revelaron que 
la GM IGF-IRGMKO/tgAIB1 a las 7 semanas no había crecido tanto como la WT, por 
el contrario, a las 11 semanas se había recuperado la penetración ductal 
superando el valor obtenido en la mama WT. 
 
 RESULTADOS                                                                                           
124  
 
 
 
 
 
 
Figura 26. La sobreexpresión de AIB1 aumenta la longitud del epitelio ductal de la mama 
independientemente de IGF-IR. A) Penetración ductal medida en mm, desde el centro del 
nódulo linfático hasta el ducto más largo. n=6 WT y tgAIB1; n=4 IGF-IRGMKO y IGF-IRGMKO/tgAIB1. 
B) Peso en mg de las mamas extraídas. n=5 WT y tgAIB1; n=4 IGF-IRGMKO y IGF-IRGMKO/tgAIB1.                      
C) Penetración ductal medida en porcentaje, referida a la longitud total del estroma. n= 6 WT y 
tgAIB1; n=4 IGF-IRGMKO y IGF-IRGMKO/tgAIB1. Las barras representan el valor medio ± DE. 
(Diferencias significativas *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 mediante test T de Student). 
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Figura 27. El aumento de ocupación del estroma por el árbol ductal en ratones tgAIB1 es 
independiente de IGF-IR. A) La reducción del porcentaje de ocupación epitelio/estroma en los 
ratones IGF-IRGMKO fue significativamente restaurada por la sobreexpresión de AIB1. Se 
analizaron imágenes de tinción de mama completa mediante el software ImageJ 1.42q. El 
porcentaje de ocupación se obtuvo dividiendo el área ocupada por el árbol ductal por el área 
total del estroma en 3 animales de cada genotipo. Las barras representan el valor medio ± DE. 
(Diferencias significativas *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 mediante test T de Student). B) El 
número de ramificaciones en los ductos aumenta con la sobreexpresión de AIB1. Se analizaron 
imágenes de tinción de mama completa con el software Sigma Scan Pro 5.0 añadiendo una 
capa con una rejilla de 3x3 mm. El número de puntos de ramificación se contó en 2 campos (7 
semanas) o 3 campos (11 semanas) por cada imagen de la tinción. La gráfica representa el 
número medio de ramificaciones/mm2 en 3 animales de cada genotipo ± DE. (Diferencias 
significativas *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 mediante test T de Student).   
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Las diferencias entre genotipos a las 11 semanas de edad parecían estar 
en la densidad de ductos que rellenaban el estroma (Figura 25). Por ello, a pesar 
de haber obtenido cambios significativos en la longitud de los ductos, se consideró 
la penetración ductal como un parámetro insuficiente para comparar entre los 
distintos grupos. Por este motivo, se decidió considerar también la contribución de 
todos los ductos de la mama y no basar la medida solamente en la longitud de los 
ductos más largos. Con dicha finalidad se calculó el área ocupada por el árbol 
ductal frente al área total del estroma. 
En la Figura 27 A se observa que el porcentaje de ocupación del estroma 
por parte de los ductos aumentó en los ratones que sobreexpresaban AIB1, 
independientemente de que fueran deficientes en IGF-IR. A las 7 semanas de 
edad se encontraron diferencias significativas similares a las mostradas en la 
Figura 26. En el caso de 11 semanas, las variaciones en el porcentaje de 
ocupación fueron mucho más evidentes. Al tener en cuenta el crecimiento ductal 
en todas las direcciones y no solo hacia el extremo dorsal del estroma, se 
apreciaba que a las 11 semanas la sobreexpresión de AIB1 en mamas deficientes 
en IGF-IR conseguía restaurar el desarrollo ductal. 
Para confirmar que el incremento en el porcentaje de ocupación 
epitelio/estroma era debido a un aumento del número de ramificaciones y no a un 
engrosamiento de los ductos (lo cual también provocaría un incremento en el área 
ductal medida en la Figura 27 A), se calculó el número de puntos de bifurcación en 
1 mm2, tomando como guía las imágenes de las tinciones de mama completa. La 
sobreexpresión de AIB1 produjo, además de un mayor crecimiento de los ductos, 
un aumento muy significativo en el número de ramificaciones (Figura 27 B).  
Estos resultados indican que la sobreexpresión de AIB1 promueve el 
incremento del desarrollo ductal en todas sus dimensiones, siendo este aumento 
independiente de IGF-IR. 
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1.5. Análisis histológico de la glándula mamaria de ratones WT, 
tgAIB1, IGF-IRGMKO, IGF-IRGMKO/tgAIB1.   
 
1.5.1. Expresión de la proteína IGF-IR en el epitelio de la glándula 
mamaria de ratones IGF-IRGMKO. 
 
Con objeto de confirmar la pérdida epitelial de la proteína IGF-IR en la 
mama de ratones IGF-IRGMKO, realizamos un análisis inmunohistoquímico de la 
GM número 9 (abdominal derecha) de hembras vírgenes WT y IGF-IRGMKO. 
Adicionalmente, quisimos comprobar que la expresión de Cre era específica de 
epitelio y el grado de heterogeneidad que mostraba (patrón de expresión en 
mosaico) como se indicó anteriormete en este trabajo (Figura 18). En primer lugar, 
se realizó una inmunohistoquímica con anticuerpos para detectar IGF-IR y Cre. 
Como se muestra en la Figura 28, la inmunodetección de Cre se confinó 
exclusivamente al epitelio. No se detectó reactividad en el estroma. Como se 
esperaba, la expresión de Cre solo se detectó en algunas células del ducto 
mamario, confirmando el mosaicismo. 
La tinción de IGF-IR, que debería ser mayoritariamente de membrana, 
resultó poco sensible como para poder valorar diferencias entre WT y IGF-IRGMKO. 
A diferencia de condiciones en que se sobreexpresa IGF-IR (por ejemplo en 
tumores), las mamas de ratones WT mostraron una tinción débil para IGF-IR, por 
lo que en ratones IGF-IRGMKO la distinción entre células positivas y células 
deficientes en IGF-IR resultó infructuosa.  
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Figura 28. Detección de IGF-IR y Cre en secciones de tejido mamario de ratones WT y           
IGF-IRGMKO. A) Controles de inmunohistoquímica con los anticuerpos usados en B. Para el 
control de anticuerpo primario se usó suero preinmune de conejo por ser ésta la especie en que 
se generaron los dos anticuerpos empleados. En el control de anticuerpo secundario se omitió 
la incubación con anticuerpo primario. B) Inmunohistoquímica representativa de la expresión de 
IGF-IR y Cre en secciones de tejido de glándula mamaria en los genotipos indicados a la 
izquierda. Las flechas indican la región que se muestra magnificada. Barra de escala: 50 µm. 
Contratinción: hematoxilina. 
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Con objeto de correlacionar la expresión de Cre con la pérdida de IGF-IR 
en el epitelio, decidimos hacer dobles tinciones de inmunofluorescencia 
empleando ambos anticuerpos en un mismo corte de tejido. Sin embargo, el 
anticuerpo anti-Cre no funcionó como en las tinciones de inmunohistoquímica, 
dando lugar a una alta inespecificidad con el revelado fluorescente (Figura 29). En 
el tejido WT la tinción dio mucha señal de fondo y mayoritariamente citosólica en 
lugar de nuclear, al igual que en el tejido IGF-IRGMKO. 
 
 
 
Figura 29. La detección de Cre mediante inmunofluorescencia resultó en una elevada 
señal de fondo e inespecificidad. Secciones de tejido mamario de ratones WT y IGF-IRGMKO 
se incubaron con: A) Anticuerpo secundario Cy3,  B) Anti-Cre. Se muestra el marcaje con DAPI 
como contratinción. Barra de escala: 25 µm.  
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Figura 30. La expresión de la proteína IGF-IR es ubicua en el tejido mamario de ratones 
WT y en mosaico en la mama de ratones IGF-IRGMKO. Secciones de mama de ratones WT y 
IGF-IRGMKO de 11 semanas de edad se incubaron con anti-IGF-IR y se realizó una contratinción 
con DAPI. Imágenes tomadas con microscopía confocal. Barra de escala: 25 µm.  
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A diferencia de la tinción de inmunohistoquímica, la inmunofluorescencia 
para detectar IGF-IR funcionó correctamente. Se obtuvo una señal específica en la 
membrana de las células epiteliales de los ductos mamarios. En la Figura 30 se 
muestran tinciones típicas de dos cortes de tejido para cada genotipo. En las 
secciones WT el marcaje de IGF-IR era homogéneo y estaba presente en 
prácticamente todas las células. Por el contrario, en los cortes de animales       
IGF-IRGMKO, la señal de IGF-IR estaba ausente en algunas células del ducto 
mamario. Aunque no conseguimos las condiciones adecuadas para obtener una 
doble tinción satisfactoria, el patrón de señal obtenido con el anticuerpo            
anti-IGF-IR demostró que existía mosaicismo en la deleción de IGF-IR, 
confirmando estudios previos relativos a la expresión de Cre. 
 
1.5.2. Expresión del marcador de proliferación PCNA en el epitelio de la 
glándula mamaria de ratones WT, tgAIB1, IGF-IRGMKO, IGF-IRGMKO/tgAIB1. 
 
Para confirmar el aumento en el crecimiento y ramificación ductal que 
presentan las mamas que sobreexpresan AIB1 (tgAIB1 y IGF-IRGMKO/tgAIB1), 
realizamos una inmunohistoquímica en secciones de tejido mamario de los cuatro 
genotipos de este estudio para detectar el marcador de proliferación PCNA.  
En la Figura 31 A se muestran los controles de especificidad de los 
anticuerpos empleados. En la Figura 31 B se observa la señal nuclear específica 
de PCNA en dos secciones de tejido de cada genotipo. En las mamas tgAIB1 se 
encontró un mayor número de células marcadas. Por el contrario, el número de 
células teñidas con anticuerpos anti-PCNA fue menor en los cortes de tejido     
IGF-IRGMKO. En concordancia con lo observado en las tinciones de mama 
completa, las mamas IGF-IRGMKO/tgAIB1 presentaban un aumento considerable de 
células PCNA positivas respecto a los ratones IGF-IRGMKO. 
En la Figura 31 C se muestra la cuantificación de la señal de PCNA 
observada en la inmunohistoquímica. El aumento del índice proliferativo de células 
epiteliales de mamas IGF-IRGMKO/tgAIB1 resultó estadísticamente significativo. 
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Figura 31. La sobreexpresión de AIB1 en el epitelio mamario deficiente en IGF-IR 
incrementa la proliferación celular. A) Inmunohistoquímica de los controles que demuestran la 
especificidad de anti-PCNA. En el control de anticuerpo primario se usó suero pre-inmune de 
ratón. En el control de anticuerpo secundario se ha omitido la incubación con anticuerpo 
primario. B) Inmunohistoquímica representativa de la expresión de PCNA en secciones de tejido 
de glándula mamaria en los distintos genotipos. Barra de escala: 50 µm. C) Cuantificación de la 
expresión de PCNA. Se contó el número de células positivas en 10 campos de cada animal (100 
células/campo). Las barras representan el valor medio de 3 ratones de cada genotipo ± DE. 
(Diferencias significativas **p<0.01, ***p<0.001 mediante test T de Student). 
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1.6. Análisis celular de la glándula mamaria de ratones WT, 
tgAIB1, IGF-IRGMKO, IGF-IRGMKO/tgAIB1.   
 
1.6.1. Obtención de cultivo primario de células epiteliales de mama de 
ratón (MMEC, Mouse Mammary Epithelial Cell).  
 
Para validar los resultados obtenidos a nivel morfológico e histológico, 
obtuvimos cultivos de células epiteliales derivadas de las glándulas mamarias de 
los 4 genotipos objeto de estudio (Figura 32). 
 
 
 
 
Figura 32. Cultivo primario de células epiteliales mamarias de ratón (MMEC). Las glándulas 
mamarias de hembras de 12-13 semanas de edad se disgregaron mecánica y enzimáticamente 
hasta obtener un pellet rico en organoides epiteliales que se sembraron en placas de cultivo con 
el medio de cultivo específico para MMEC. A) Visión global en la que se observan varias 
colonias independientes. 
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Para ello se extirparon las mamas de hembras vírgenes y se procesaron 
según se describe en “Material y métodos”. En la Figura 32 se muestran las 
colonias que se forman al sembrar los ductos disgregados u organoides. 
Posteriormente, se comprobó que estos cultivos de células epiteliales expresaban 
los transgenes descritos en el modelo animal, tanto a nivel de RNA como de 
proteína. En la Figura 33 A se muestra la detección del RNA de AIB1 y de Cre, 
junto con Gapdh como control positivo de la integridad del RNA. En paralelo, se 
preparó una reacción de RT-PCR que amplificaba los exones 2 a 5 del gen Igf1r. 
De este modo, se podía detectar si se había producido la deleción del exón 3, ya 
que se obtendría un producto de menor tamaño tal y como se ha visto previamente 
en otros estudios que utilizaban el sistema Cre-loxP para eliminar el exón 3 de 
Igf1r (Cadoret et al. 2005; Holzenberger et al. 2000; Holzenberger et al. 2001; 
Kloting et al. 2008) . En las calles 3 y 4 (Figura 33 A) se observan dos tipos de 
RNA de Igf1r, uno en el que los exones 2 a 5 están íntegros, y otro de menor 
tamaño, en el que falta el exón 3. Por un lado, los cultivos de MMEC no siempre 
son puramente epiteliales, lo que significa que los fibroblastos o adipocitos que 
pudiera haber, contribuirían al aporte del RNA de Igf1r íntegro. Por otro lado, en 
consonancia con lo observado en el tejido, la expresión de Cre puede ser en 
mosaico. 
El análisis de la expresión proteica de los diferentes cultivos mediante 
inmunotransferencia corroboró los resultados del análisis de RNA (Figura 33 B). 
 
 
Figura 32 (continuación). Cultivo primario de células epiteliales mamarias de ratón 
(MMEC). B) Colonia de células epiteliales surgidas a partir de un organoide o fragmento de 
ducto situado en el centro. C) y D) La morfología celular de la colonia cambia a medida que 
prolifera el cultivo. Las células más jóvenes situadas en el centro mantienen la forma poligonal 
típica. Se aprecian perfectamente las uniones intercelulares estrechas u ocluyentes. Las 
imágenes se tomaron a los dos días de cultivo en un microscopio óptico invertido con contraste 
de fases.    
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Figura 33. Comprobación de la expresión de los transgenes y de la deleción de Igf1r en 
cultivos de MMEC. A) Se extrajo RNA de los cuatro cultivos de MMEC (uno por cada genotipo) 
a los 7 días de su aislamiento del tejido y se realizaron  reacciones de RT-PCR para comprobar 
la expresión de los transgenes AIB1 y Cre, así como la pérdida del exón 3 de Igf1r. Como 
control de la integridad del RNA se usó Gapdh. B) Análisis de la expresión mediante 
inmunotransferencia  de lisados proteicos pertenecientes a los mismos cultivos empleados para 
el estudio con RNA. Calle 1: WT; calle 2: tgAIB1; calle 3: IGF-IRGMKO; calle 4:                         
IGF-IRGMKO /tgAIB1. 
 RESULTADOS                                                                                           
136  
 
1.6.2. Estudio del ciclo celular en cultivo primario de células epiteliales 
de mama de ratón (MMEC). 
 
Una vez demostrado que el cultivo de MMEC se comportaba como el 
tejido mamario en cuanto a expresión de AIB1 y de Cre, y que la deleción de Igf1r 
se producía de igual modo, quisimos correlacionar la mayor proliferación 
observada en las mamas que sobreexpresan AIB1, con las distintas fases del ciclo 
celular. En la Figura 34 se muestra el resultado obtenido en el análisis del ciclo 
celular mediante citometría de flujo de cultivos de MMEC procedentes de los 4 
genotipos indicados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. La sobreexpresión de AIB1 en células epiteliales mamarias deficientes en   
IGF-IR promueve el aumento de la proliferación celular. Análisis del ciclo celular por 
citometría de flujo de células MMEC teñidas con yoduro de propidio. La gráfica representa los 
valores medios obtenidos de 3 muestras independientes ± DE. (Diferencias significativas 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 mediante test T de Student). 
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1.7. Validación de los resultados obtenidos con el modelo animal 
en una línea celular humana.  
 
Para finalizar el estudio sobre el efecto de la sobreexpresión de AIB1 en 
mamas deficientes en IGF-IR, quisimos comprobar qué ocurría en una línea 
celular humana en lugar de murina. Para ello, elegimos la línea celular HMEC 
(Human Mammary Epithelial Cell), la cual se compone de células epiteliales de 
mama humanas, no tumorales. Para empezar, tuvimos que simular las mismas 
condiciones que en el modelo animal, es decir, sobreexpresión de AIB1 y deleción 
de IGF-IR. En la Figura 35 se muestra la estrategia utilizada para conseguir los 
cuatro tipos de células que nos interesaban. 
 
 
 
 
 
  
 
Las células HMEC se transfectaron con siRNA (small interfering RNA) 
específico del gen IGF-IR y posteriormente se infectaron con adenovirus 
conteniendo a AIB1 (ADV-AIB1) para producir su sobreexpresión, según se 
Figura 35. Diferentes tratamientos realizados a las células humanas HMEC para obtener 
cuatro tipos celulares distintos. La línea deficiente en IGF-IR se consiguió transfectando a las 
células siRNA para el gen IGF-IR humano. Al resto de cultivos se les transfectó siRNA Control. 
La sobreexpresión de AIB1 se obtuvo infectando las células con adenovirus que producen la 
sobreexpresión de AIB1. Imagen de células HMEC en cultivo, tomadas con un microscopio 
óptico invertido. 
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describe en “Material y métodos”. Como comprobación se analizó la expresión de 
AIB1 e IGF-IR mediante inmunotransferencia (Figura 36 A). La infección con 
adenovirus produjo una sobreexpresión moderada de AIB1, pero similar a la 
observada en los ratones transgénicos. El silenciamiento de IGF-IR fue muy 
efectivo, no se observándose prácticamente proteína en las calles 2 y 4.  
 
 
 
 
  
 
   
Figura 36. La sobreexpresión de AIB1 en células epiteliales mamarias humanas (HMEC) 
deficientes en IGF-IR produce un aumento de la fase S del ciclo celular. A) Transfección 
con siRNA para IGF-IR e infección con ADV-AIB1 y posterior análisis por inmunotransferencia. 
Se utilizó β-actina como control de carga. Calle 1: WT; calle 2: IGF-IRGMKO; calle 3: tgAIB1;   
calle 4: IGF-IRGMKO/tgAIB1. B) Análisis del ciclo celular por citometría de flujo de células teñidas 
con yoduro de propidio. La gráfica representa los valores medios obtenidos de 3 muestras 
independientes  ± DE. (Diferencias significativas *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 mediante test T 
de Student). 
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Tras la puesta a punto de las condiciones de transfección e infección con 
adenovirus de células HMEC, analizamos el ciclo celular de estas células 
mediante citometría de flujo, tal y como habíamos hecho con las MMEC. Como 
cabía esperar, en las células tgAIB1 las fases S y G2/M se vieron incrementadas 
en detrimento de la fase G0/G1 (Figura 36 B, compárese tgAIB1 con WT). En 
cambio, las células deficientes en IGF-IR (IGF-IRGMKO) mostraron un perfil anómalo 
de ciclo celular. Tenían menor proporción de células en fase G0/G1 que las WT y 
mayor G2/M incluso que las células tgAIB1. Los datos del cultivo in vitro de células 
epiteliales parecían indicar que las células deficientes en IGF-IR no veían 
perjudicado su crecimiento, si bien la disminución de eventos en la fase S no 
concordaba con que estuvieran más proliferativas. El cultivo IGF-IRGMKO/tgAIB1 
también presentaba una proporción celular en G2/M anormalmente elevada 
(aunque menor que en las células IGF-IRGMKO), pero la fase S era más parecida a 
los WT y tgAIB1. 
Los resultados de los 3 experimentos en triplicado realizados para analizar 
por citometría de flujo las células HMEC no se correspondían con lo que 
observamos a nivel microscópico en cada uno de ellos. En cada ocasión, justo 
antes de despegar las células de la placa de cultivo, observamos los cuatro 
cultivos al microscopio y la imagen obtenida fue siempre la misma: el cultivo con 
IGF-IR silenciado (IGF-IRGMKO) era el que mostraba menor confluencia celular y el 
cultivo infectado con ADV-AIB1 (tgAIB1) era el que había proliferado más. Entre 
las células WT y las IGF-IRGMKO/tgAIB1 no se apreciaban cambios significativos. 
Por este motivo, se decidió repetir los experimentos de silenciamiento e infección 
para analizar la proliferación celular con otras aproximaciones metodológicas. En 
la Figura 37 A se muestra la cuantificación de proteína total obtenida en cada tipo 
de cultivo HMEC. La Figura 37 B representa un ensayo colorimétrico MTT el cual 
permite medir la proliferación y supervivencia celulares.  
Las dos aproximaciones empleadas son complementarias y en ambas se 
obtuvieron resultados concordantes: tomando al cultivo WT como control, las 
células tgAIB1 son las que más proliferaron frente a las IGF-IRGMKO que fueron las 
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que menos. Las células IGF-IRGMKO/tgAIB1 recuperaron el índice proliferativo 
causado por el silenciamiento de IGF-IR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. El silenciamiento de IGF-IR en células HMEC reduce la proliferación celular y 
este efecto es revertido por la sobreexpresión de AIB1. A) Las células HMEC se 
transfectaron con siRNA para IGF-IR y se infectaron con ADV-AIB1. A los 3 días de la 
transfección se recogieron todas las células (incluso las flotantes) y se lisaron para cuantificar los 
niveles de proteína total. La gráfica muestra los valores medios de proteína ± DE relativos al 
cultivo WT obtenidos de 3 experimentos independientes. B) Ensayo MTT en cultivos de HMEC 
transfectados e infectados como en el apartado A. La gráfica representa el porcentaje de 
supervivencia/proliferación celular medio ± DE relativo al cultivo WT. (Diferencias significativas 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 mediante test T de Student).  
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Una posible explicación para la discrepancia de resultados obtenidos en la 
citometría de flujo y en el ensayo MTT era que las células deficientes en IGF-IR 
(IGF-IRGMKO) se quedaran detenidas en la fase G2 del ciclo celular. Esto explicaría 
el alto porcentaje de células en fase G2/M (Figura 36 B) y a la vez la escasa 
proliferación celular mostrada en la Figura 37. Para demostrar esta hipótesis, 
utilizamos los lisados proteicos obtenidos tras el silenciamiento de IGF-IR y la 
infección con ADV-AIB1 mostrados en la Figura 37 A para comprobar mediante 
inmunotransferencia los niveles de ciclina B1, proteína necesaria para la 
progresión del ciclo celular de G2 a M.  
En la Figura 38 se observa que efectivamente los cultivos HMEC 
deficientes en IGF-IR presentaron mayor expresión de ciclina B1 que los cultivos 
WT y tgAIB1, siendo este efecto menos pronunciado en las células                   
IGF-IRGMKO/tgAIB1. Para demostrar que los niveles elevados de ciclina B1 se 
correspondían con células con un ciclo celular detenido, y que realmente la 
proliferación aumentaba con la sobreexpresión de AIB1 (incluso en ausencia de 
IGF-IR), se analizaron en paralelo los niveles de PCNA y de AKT fosforilado       
(p-AKT), como indicadores de proliferación y de supervivencia celular.  
Como era de esperar, la máxima expresión de PCNA y de p-AKT la 
presentaron las células tgAIB1, en concordancia con el mayor porcentaje de 
supervivencia/proliferación celular mostrado en la Figura 37 B. La cantidad de 
PCNA y de p-AKT se redujo en las células  IGF-IRGMKO, corroborando que pese a 
lo que pudiera parecer en la citometría de flujo, el déficit de IGF-IR producía un 
descenso en la proliferación celular. Por último, de forma similar a lo observado en 
las células de ratón (MMEC), la sobreexpresión de AIB1 en células deficientes en  
IGF-IR (cultivo IGF-IRGMKO/tgAIB1) provocó una recuperación en la proliferación 
celular, coincidiendo con el aumento de la expresión de PCNA y p-AKT (Figura 
38). 
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Figura 38. El silenciamiento de IGF-IR en células HMEC provoca la detención del ciclo 
celular en fase G2. La sobreexpresión de AIB1 vuelve a activar el ciclo aumentando la 
proliferación celular. Transfección con siRNA para IGF-IR e infección con ADV-AIB1 y 
posterior análisis por inmunotransferencia. Se utilizó β-actina como control de carga y AKT 
como control de expresión de AKT total (fosforilado y no fosforilado). Calle 1: WT; calle 2:    
IGF-IRGMKO; calle 3: tgAIB1; calle 4: IGF-IRGMKO/tgAIB1. 
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2. Estudio de la actividad angiogénica promovida por AIB1 
en la glándula mamaria. 
 
Nuestro modelo animal así como otros modelos han contribuido a definir la 
función de AIB1 a lo largo de la progresión tumoral, desde la hiperplasia hasta la 
metástasis. Con objeto de identificar posibles mecanismos a través de los cuales 
AIB1 induce la progresión tumoral, nos centramos en el proceso de angiogénesis. 
La angiogénesis o creación de nuevos vasos sanguíneos es imprescindible para 
que el tumor pueda extenderse cuando excede los 2 mm de diámetro, ya que no 
recibe suficientes nutrientes por simple difusión. Debido a la falta de oxigenación 
(hipoxia) se liberan factores de crecimiento de la familia de VEGF, que actúan a 
través de receptores como VEGFR1 y VEGFR2 promoviendo el crecimiento del 
endotelio hacia el tumor. VEGFR2 presenta mayor relevancia en la angiogénesis 
promovida por VEGF y su activación se ha detectado en células epiteliales de 
mama tumorales en las que actúa como mitógeno (Weigand et al. 2005). Por otra 
parte, debido a que la glándula mamaria es un órgano que sufre procesos de 
crecimiento e involución en el desarrollo postnatal, se ha visto que existe una 
regulación de VEGF y sus receptores en roedores durante pubertad, embarazo, 
lactancia e involución (Pepper et al. 2000).  
Hasta la fecha, no se había relacionado a AIB1 con angiogénesis (evento 
necesario para la progresión tumoral), sin embargo sí que se había visto que 
coactivaba la expresión de la metaloproteasa MMP-1, implicada en la 
remodelación de la matriz extracelular, favoreciendo la invasión de tejidos 
colindantes, y finalmente en metástasis (Goel and Janknecht 2004). Esta 
asociación con metástasis y datos previos obtenidos en nuestro grupo nos hicieron 
pensar que AIB1 podía estar promoviendo angiogénesis en la glándula mamaria a 
través de la regulación de VEGF/VEGFR2. En primer lugar, habíamos observado 
una mayor vascularización de las mamas tgAIB1 durante la disección del tejido. En 
segundo lugar, el uso de un array de anticuerpos fosfoespecíficos de varios 
receptores tirosina quinasa, reveló un incremento en los niveles de activación de 
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VEGFR2 en el epitelio mamario de los ratones MMTV-AIB1+/- (tgAIB1) versus 
MMTV-AIB-/- (WT). 
 
 2.1. Análisis de la expresión de VEGF y VEGFR2 en glándulas 
mamarias de ratones WT y tgAIB1. 
 
Para comprobar si la sobreexpresión de AIB1 en la GM aumentaba la 
expresión de VEGF y/o VEGFR2 en la GM, realizamos una reacción de RT-PCR 
semicuantitativa con RNA extraído de mamas de hembras vírgenes WT y tgAIB1 
de 4 semanas de edad Los niveles de expresión de estos dos genes se 
relativizaron a su expresión en WT. No encontramos diferencias significativas en 
los niveles de expresión de VEGF. Sin embargo, la expresión de VEGFR2 
aumentó significativamente en las mamas de ratones tgAIB1 (Figura 39). 
 
2.2. Estudio in vivo de la angiogénesis en la glándula mamaria de 
ratones tgAIB1/VEGFR2-Luc. 
 
Tras observar que los ratones tgAIB1 expresaban en la GM mayores 
niveles de VEGFR2 que los ratones WT, quisimos validar estos resultados en un 
modelo animal diseñado para el estudio de angiogénesis in vivo. (Zhang et al. 
2004). Los ratones transgénicos VEGFR2-Luciferasa (Xenogen) contienen el gen 
reportero luciferasa bajo el control del promotor del gen VEGFR2 murino, lo que 
permite medir la actividad luciferasa como indicativo de angiogénesis. Este modelo 
animal se utiliza para monitorizar la expresión in vivo de VEGFR2 y correlacionar 
ésta con distintos tratamientos. En nuestro caso, queríamos comprobar el efecto 
que causa la sobreexpresión de AIB1 en el tejido mamario.  
Cruzamos los ratones VEGFR2-Luciferasa+/+ con nuestros ratones        
MMTV-AIB1+/- para obtener ratones MMTV-AIB1+/-/VEGFR2-Luciferasa+/- que 
sobreexpresan AIB1 en la GM y son portadores del gen de la luciferasa, así como 
ratones control MMTV-AIB1-/-/VEGFR2-Luc+/- (WT/VEGFR2-Luc+/-) (Figura 40).  
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Figura 39. La sobreexpresión de AIB1 en la glándula mamaria aumenta la expresión de 
VEGFR2. A) Análisis de la expresión de VEGF y VEGFR2 por RT-PCR semicuantitativa de RNA 
extraído de GM de hembras vírgenes WT y tgAIB1 de 4 semanas de edad (n=3 de cada 
genotipo). La expresión de Gapdh se usó como control. B) Cuantificación de la intensidad de las 
bandas observadas en el gel de agarosa mediante el programa Quantity One (Bio-Rad), 
normalizada a los niveles de Gapdh. Las barras representan los niveles medios de expresión ± 
DE relativos al valor del genotipo WT. (Diferencias significativas *p<0.05 mediante test T de 
Student). 
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Una vez obtenidos los ratones doble transgénicos, evalúamos la activación 
de VEGFR2 in vivo, inyectando intraperitonealmente luciferina (sustrato de la 
luciferasa) a hembras vírgenes de 4 y 7 semanas de edad (al inicio y durante la 
pubertad), y posteriormente midiendo la señal lumínica generada en las glándulas 
mamarias mediante un analizador biofotónico de imagen (Xenogen) (Figura 41). 
 
 
 
Figura 40. Estrategia de cruces realizados para obtener los dos genotipos necesarios 
para el estudio. Ratones VEGFR2-Luciferasa+/+  que expresan el gen de la luciferasa bajo el 
control del promotor del gen VEGFR2 murino, se cruzaron con ratones MMTV-AIB1+/- en los que 
el gen AIB1 humano se sobreexpresa en la glándula mamaria. De este cruce se obtuvieron 
tanto los ratones objeto de estudio (VEGFR2-Luciferasa+/-/MMTV-AIB1+/-) como los ratones 
control (VEGFR2-Luciferasa+/-). 
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A las 4 semanas de edad (Figura 41 B) se detectó mayor actividad 
luciferasa en el tejido mamario de las hembras tgAIB1 indicando que existía una 
activación del promotor de VEGFR2 aumentada. A las 7 semanas de edad (Figura 
41 C) la señal lumínica era más tenue, pero seguía siendo mayor en las hembras 
que sobreexpresaban AIB1 en la GM. Estos resultados sugieren que la 
sobreexpresión de AIB1 incrementó el proceso de angiogénesis en la GM. 
Figura 41. La expresión de AIB1 en la glándula mamaria promueve la activación de 
VEGFR2. A) Imagen de hembras de 4 semanas de edad (visión ventral). Los círculos indican la 
localización del pezón de las glándulas mamarias visibles tras el afeitado de los animales, a 
excepción del par cervical. B-C) Ratones tgAIB1/VEGFR2-Luc y WT/VEGFR2-Luc (n=3) de 4 
semanas de edad (B) y de 7 semanas de edad (C), se fotografiaron mediante el analizador 
biofotónico de imagen IVIS Imaging System 50 (Xenogen) como se describe en la sección 
“Material y métodos”. La escala de color representa la señal bioluminiscente emitida por cada 
animal y medida en fotones/segundo. Las glándulas mamarias del ratón que sobreexpresa AIB1 
(izquierda) presentan una mayor intensidad lumínica, lo que se traduce en una mayor activación 
del promotor del gen VEGFR2. 
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El hecho de que a las 7 semanas de edad la señal lumínica fuera más 
tenue que a las 4 semanas, guarda relación con el hecho de que en el inicio de la 
pubertad el proceso de angiogénesis está más activo, y esto ha sido observado en 
el modelo animal VEGFR2-Luc (Zhang et al. 2004). Por otra parte, el uso de 
ratones descendientes de la mezcla de las cepas FVB (VEGFR2-Luc) y C57BL/6J 
(tgAIB1) también podría explicar que la señal lumínica observada no fuera tan 
intensa como debiera. Los estudios realizados con el modelo VEGFR2-Luc suelen 
realizarse aplicando un tratamiento o lesionando un tejido y midiendo la activación 
de VEGFR2, con lo que el fondo genético FVB se mantiene. Por indicaciones de 
los técnicos de Xenogen, todas las hembras empleadas en este estudio tuvieron 
que ser afeitadas por la parte ventral para poder medir la actividad luciferasa en el 
analizador biofotónico, debido a que su color de piel era más osuro que en un 
ratón FVB. 
 
2.3. Análisis tisular de la angiogénesis promovida por AIB1 en la 
GM de ratones tgAIB1/VEGFR2-Luc. 
 
Con objeto de confirmar los resultados observados en el estudio in vivo, 
decidimos medir la actividad luciferasa en lisados proteicos obtenidos de la GM de 
ratones WT/VEGFR2-Luc y tgAIB1/VEGFR2-Luc. Como se muestra en la Figura 
42, a las 7 semanas de edad la actividad luciferasa fue menor que a las 4 
semanas, en concordancia con lo observado in vivo (Figura 41). En la GM de los 
ratones tgAIB1/VEGFR2-Luc se detectó un incremento de la actividad luciferasa, 
sugiriendo que la sobreexpresión de AIB1 estaba activando, directa o 
indirectamente, el promotor de VEGFR2 y por ende, la proliferación del epitelio. 
También es posible que la sobreexpresión de AIB1 promueva la secreción de 
factores que activen la proliferación del endotelio. 
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Con objeto de apoyar los resultados obtenidos en el ensayo de activación 
del promotor de VEGFR2, quisimos demostrar que la sobreexpresión de AIB1 
producía un aumento en la expresión de genes relacionados con proliferación y 
angiogénesis. Para ello extrajimos RNA de mamas WT/VEGFR2-Luc y 
tgAIB1/VEGFR2-Luc de 4 y 7 semanas de edad y analizamos la expresión de 
VEGF, VEGFR1 y VEGFR2 por RT-PCR en tiempo real (Figura 43). 
Figura 42. La sobreexpresión de AIB1 en la mama de ratones tgAIB1/VEGFR2-Luc 
produce un aumento de la actividad luciferasa a las 4 y a las 7 semanas de edad. La 
cuarta GM (abdominal izquierda) de hembras WT/VEGFR2-Luc y tgAIB1/VEGFR2-Luc de 4 y 7 
semanas de edad se homogeneizaron en tampón de lisis PLB (Promega). Tras varias 
centrifugaciones en frio para eliminar los restos celulares y el exceso de grasa, se calculó la 
concentración proteica mediante el método de Bradford y se midió la actividad luciferasa en 50 
µl de lisado utilizando un luminómetro (Berthold Detection Systems). Los valores obtenidos se 
expresan como unidades relativas de luciferasa (RLU, Relative Units of Luciferase) por cada µg 
de proteína total. Las barras representan el valor medio de actividad luciferasa ± DE.             
n=8 WT/VEGFR2-Luc y tgAIB1/VEGFR2-Luc (4 semanas); n=6 WT/VEGFR2-Luc y 
tgAIB1/VEGFR2-Luc (7 semanas). (Diferencias significativas *p<0.05, **p<0.01, mediante test T 
de Student). 
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Figura 43. AIB1 promueve la expresión de VEGFR1 y VEGFR2 en la glándula mamaria al 
inicio y durante la pubertad. Análisis de la expresión de VEGF, VEGFR1 y VEGFR2 por    
RT-PCR en tiempo real de RNA extraído de la novena GM (inguinal derecha) de hembras 
vírgenes de 4 y 7 semanas de edad (n=6 WT/VEGFR2-Luc y tgAIB1/VEGFR2-Luc). La 
cuantificación de los niveles de expresión se realizó marcando el cDNA con el fluoróforo 
específico de ADN Sybr Green en un equipo de PCR en tiempo real Lightcycler 480 (Roche). 
Las barras representan los niveles medios de expresión ± DE normalizados frente a GAPDH y 
relativos al valor del genotipo WT. (Diferencias significativas *p<0.05, **p<0.01, mediante test T 
de Student). 
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Las diferencias encontradas en la expresión de VEGF resultaron no 
significativas. Sin embargo, la expresión de VEGFR2 sí que aumentó en las 
mamas tgAIB1/VEGFR2-Luc a las 4 y a las 7 semanas de edad, confirmando lo 
observado previamente en la reacción de RT-PCR semicuantitativa (Figura 39). 
También encontramos un aumento significativo de la expresión de VEGFR1 en las 
mamas tgAIB1/VEGFR2-Luc a las dos edades analizadas. Este receptor tiene 
menor protagonismo en el proceso de angiogénesis mediado por VEGF que el 
receptor VEGFR2, sin embargo se ha descrito que participa en la supervivencia de 
las células endoteliales a través de la activación por VEGF de la ruta PI3K/AKT 
(Cai et al. 2003). 
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La glándula mamaria es un órgano en constante evolución postnatal. 
Debido a su función temporal de producción de leche después del parto, las 
estructuras que la componen están sometidas a un continuo remodelado. En la 
pubertad, donde existen variaciones durante cada ciclo menstrual, en el 
embarazo, cuando se empiezan a desarrollar las estructuras que preparan a la 
glándula secretora, y en la lactancia, cuando se alcanza el máximo desarrollo. 
Tras este ciclo natural, la glándula mamaria debe volver a su estado inicial y el 
tejido adiposo recupera el espacio cedido por la involución de las estructuras 
lóbulo-alveolares (Lund et al. 1996). Por lo tanto, la proliferación, apoptosis y 
diferenciación de las estructuras epiteliales que forman parte de la glándula 
mamaria, y las interacciones entre este epitelio y el tejido conectivo que lo rodea, 
son procesos que deben estar estrictamente regulados. En un órgano tan 
dinámico, errores en el control de cualquiera de estas funciones fisiológicas 
pueden dar lugar a procesos patológicos como el cáncer. 
AIB1 es un coactivador de receptores esteroideos y de otros factores de 
transcripción que ha sido reconocido como oncogén en cáncer de mama por su 
amplificación y sobreexpresión en tumores mamarios (Anzick et al. 1997) y por la 
formación de tumores en modelos animales que sobreexpresan AIB1 (Torres-
Arzayus et al. 2004). Además, la deleción de AIB1 en el ratón redujo la 
tumorigénesis provocada por otros oncogenes y carcinógenos (Kuang et al. 2004; 
Kuang et al. 2005).  
AIB1 se ha relacionado con la iniciación tumoral pero distintos estudios a 
lo largo de estos años han demostrado que también participa en la progresión del 
tumor, facilitando la transcripción de genes implicados en los mecanismos de 
invasión (Yoshida et al. 2005) y metástasis como la transcripción de la 
metaloproteasa MMP-1 (Goel and Janknecht 2004) y MMP-2 y MMP-13 (Yan et al. 
2008). En un estudio con arrays de expresión, AIB1 ha sido detectado en el 
compartimento estromal de tumores de mama, sugiriendo una nueva función 
patológica en el estroma, además de las ya conocidas en células epiteliales (Finak 
et al. 2008). Con objeto de identificar posibles mecanismos a través de los cuales 
AIB1 induce progresión tumoral, decidimos estudiar el papel que desempeña AIB1 
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en angiogénesis. La formación de nuevos vasos sanguíneos es un requisito 
indispensable para la supervivencia del tumor, además de la progresión a 
metástasis. Nuestros ratones transgénicos para AIB1 (tgAIB1), que sobreexpresan 
de forma moderada la variante humana de AIB1 en el epitelio de la glándula 
mamaria (GM), producen una hiperplasia en este tejido sin llegar a desarrollar 
lesiones neoplásicas (Avivar et al. 2006), hecho que convierte a estos ratones en 
un modelo animal muy adecuado para el estudio de los eventos que suceden 
previos al inicio del tumor. 
El factor de crecimiento endotelial VEGF y su receptor VEGFR2 juegan un 
papel fundamental en la angiogénesis. La sobreexpresión de AIB1 en la GM de 
hembras vírgenes tgAIB1 aumentó los niveles de expresión de VEGFR2 
comparados con los de la GM silvestre (WT). Sin embargo no encontramos 
diferencias significativas en los niveles de expresión de VEGF. En cambio, otros 
estudios han encontrado que la deficiencia de AIB1 provoca una disminución de 
los niveles de VEGF. Por un lado, la deficiencia de AIB1 en ratones (SRC-3+/-) 
produjo una disminución de la inmunodetección de VEGF en los microcapilares de 
secciones de tejido granular, comparada con la de tejidos de ratones SRC-3+/+   
(Al-Otaiby et al. 2012). Por otro lado, en un modelo de cáncer de tiroides deficiente 
en AIB1 (TRβPV/PVSRC-3-/-) el nivel de expresión del mRNA de VEGF en la tiroides 
se redujo un 40% comparado con el de ratones TRβPV/PVSRC-3+/+, sugiriendo que 
la deficiencia de AIB1 podría reprimir la expresión de VEGF (Ying, Willingham, 
Cheng 2008). Estos resultados los quisimos validar in vivo cruzando nuestro 
modelo de ratón con el modelo transgénico VEGFR2-Luciferasa (VEGFR2-Luc) 
(Zhang et al. 2004). Estos ratones expresan el gen luciferasa bajo el control del 
promotor de VEGFR2, lo que permite monitorizar y cuantificar la expresión in vivo 
de VEGFR2 y correlacionarla con la activación del proceso de angiogénesis. 
Los resultados in vivo e in vitro de estos cruces sugieren que la 
sobreexpresión de AIB1 activa la transcripción de VEGFR2, hecho que justificaría 
la mayor proliferación y supervivencia del epitelio. De acuerdo con estos 
resultados se ha visto que VEGFR2 facilita la supervivencia y proliferación en 
algunas líneas de cáncer de mama (Weigand et al. 2005). Adicionalmente, AIB1 
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podría promover la secreción de factores que activen la expresión de VEGFR2 en 
el endotelio mediante un mecanismo paracrino. Además, AIB1 incrementó los 
niveles de expresión de VEGFR1, el cual a pesar de tener un papel menor en el 
proceso de neovascularización y de presentar mucha menos actividad tirosina 
quinasa que VEGFR2 (Shibuya 2001), se ha descrito que participa en la 
supervivencia de las células endoteliales a través de la activación por VEGF de la 
ruta PI3K/AKT (Cai et al. 2003). También se ha detectado su expresión en células 
de cáncer de mama promoviendo de forma autocrina la supervivencia mediada por 
VEGF (Lee et al. 2007). 
Con posterioridad a la obtención de nuestros resultados, se han publicado 
dos trabajos que apoyan nuestras conclusiones. En primer lugar, AIB1 se ha 
relacionado con el proceso de angiogénesis mediante el estudio de ratones 
deficientes en este coactivador (SRC-3-/-). Se ha observado que la función de AIB1 
en angiogénesis es dosis dependiente, es decir, ratones SRC-3+/- mostraban una 
deficiente cicatrización de heridas y la falta completa de AIB1 no empeoró la 
función en angiogénesis pero sí afectó al número de embarazos y de crías por 
parto. Además, AIB1 participa en la señalización de FGF favoreciendo la migración 
celular hacia el lugar que requiere regeneración endotelial (Al-Otaiby et al. 2012). 
Por otro lado, recientemente se ha demostrado que ERK3 fosforila y activa a AIB1 
(Long et al. 2012), promoviendo la interacción de AIB1 con CBP y el factor de 
transcripción SP-1. Este complejo transcripcional facilita la transcripción de 
VEGFR2 (Wang et al. 2014a). 
Diferentes estudios con líneas celulares y modelos animales han 
demostrado que AIB1 interacciona con la ruta de señalización de IGF-I/PI3K/AKT 
a diferentes niveles moleculares (Yan, Tsai, Tsai 2006). Por otra parte, la 
señalización mediada por IGF-I a través de su receptor IGF-IR juega un papel muy 
importante en el desarrollo de la glándula mamaria (Rowzee et al. 2008) y en los 
procesos patológicos que ocurren en este tejido (Sarfstein et al. 2006; Surmacz 
2000). Debido a esto, existen múltiples indicios que apuntan a que AIB1 promueve 
hiperplasia mamaria a través de la ruta de señalización de IGF-I. Para determinar 
el papel de IGF-I en el crecimiento preneoplásico inducido por la sobreexpresión 
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de AIB1 en la GM, generamos un modelo murino con deleción de Igf1r 
específicamente en el epitelio mamario, ya que el knockout completo de IGF-IR es 
letal (Liu et al. 1993). El genotipado de los ratones MMTV-Cre+/-/Igf1rloxP/loxP reveló 
una parte de Igf1r sin delecionar (alelos Igf1rloxP) debido a que la expresión de Cre 
bajo el control del promotor MMTV es exclusiva de célula epitelial pero no se 
expresa en todos los tipos celulares existentes en la cola de ratón (Wagner et al. 
1997). Además, también se ha descrito su expresión heterogénea o en mosaico 
dentro del mismo tejido epitelial (Wagner et al. 2001). La coexistencia de Cre y 
AIB1 en un mismo ratón no interfirió en la actividad recombinada de Cre. Las crías 
procedentes de los distintos cruces no mostraron diferencias de crecimiento, 
sugiriendo que la lactancia no estaba impedida en las hembras IGF-IRGMKO. 
El análisis comparativo del fenotipo de la GM en los diferentes genotipos 
mediante tinciones de mama completa, evidenció algunos casos dispares en la 
morfología y desarrollo ductal dentro de un mismo genotipo. Estos resultados 
podían indicar que la manifestación fenotípica de la deleción de IGF-IR no tenía 
una penetrancia del 100% y no estaría afectando del mismo modo al desarrollo 
mamario de todos los ratones. Alternativamente, también era posible que la 
deleción de IGF-IR no estuviera ocurriendo en todas las células del epitelio 
mamario, ya que se ha descrito la expresión de Cre en mosaico en la glándula 
mamaria (Wagner et al. 2001). Con objeto de averiguar el motivo de la variabilidad 
fenotípica, analizamos el DNA extraído de la GM de todos los ratones usados para 
las tinciones de mama completa y realizamos una reacción de PCR que permitía 
detectar alelos Igf1rloxP, Igf1r+ e Igf1r∆Exón 3. Este tipo de PCR no se preparaba de 
forma rutinaria para el genotipado de los ratones mediante biopsia de cola, pero sí 
se realizó inicialmente con las primeras camadas de los cruces para comprobar 
que el sistema Cre-loxP funcionaba en nuestro modelo animal. Una vez 
completado el análisis de los DNAs se observó que algunos animales que eran 
portadores de secuencias loxP pero no eran transgénicos de Cre, presentaban el 
alelo delecionado Igf1r∆Exón 3. Estos resultados sólo podían explicarse si el alelo 
delecionado era algo heredado en el ratón, y no un proceso de recombinación 
postnatal. Tras una reconstrucción meticulosa de la forma en que habíamos 
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generado los cruces, observamos una correlación clara entre el tipo de cruce del 
que provenían los ratones y la presencia o no del alelo delecionado Igf1r∆Exón 3. 
Todos los ratones que mostraban el alelo Igf1r∆Exón 3 en ausencia de Cre 
descendían de cruces en los que se había usado en la F1 y/o en la F2 una hembra 
portadora de Igf1rloxP y del transgén Cre a la vez. Si en cada pareja puesta en 
cruce, el animal portador de Cre había sido un macho tanto en la F1 como en la 
F2, no se producía la aparición de deleciones de Igf1r en ausencia de Cre. En 
contra de los esperado en nuestro modelo animal, todos los descendientes de 
hembras MMTV-Cre+/- y portadoras de algún alelo Igf1rloxP, nacerían con un alelo 
Igf1r∆Exón 3, independientemente de que hubieran o no heredado Cre. Estos 
resultados sugerían que la expresión de Cre había tenido lugar en los oocitos de 
las hembras. Esto podía explicar las diferencias morfológicas observadas en la 
tinción de mama completa. Está descrito que la línea D de ratones MMTV-Cre (la 
empleada en este trabajo) no expresa Cre en oocitos, al contrario que la línea A, 
que expresa Cre en la línea germinal femenina incluso antes de la meiosis 
(Wagner et al. 2001). Una posibilidad es que el cruce entre distintas cepas para 
generar los ratones en la F1 y F2 hubiera activado dicha expresión. 
En un estudio con ratones que expresan Cre bajo el promotor de la 
queratina 5 (K5) se ha visto que el patrón de recombinación mediado por Cre es 
distinto dependiendo del parental que transmita el transgén. Si la hembra es la 
portadora de Cre, la recombinación de los sitios loxP se produce en los oocitos, 
transmitiéndose a toda la descendencia (Ramirez et al. 2004). En nuestro caso, se 
obtuvieron ratones con una deleción congénita en Igf1r (presente en todo el 
organismo) y no producida de forma postnatal por la recombinación de los sitios 
loxP mediada por Cre. De este modo, en lo que se refiere a la GM de los ratones 
IGF-IRGMKO, estábamos comparando mamas con déficit de IGF-IR estromal 
(heredado) y epitelial (heredado y postnatal) frente a mamas con déficit de IGF-IR 
solo a nivel epitelial. Mediante la reacción de PCR utilizada previamente era 
imposible diferenciar entre el alelo Igf1r∆Exón 3 heredado del generado en el propio 
animal de estudio. Por este motivo decidimos comenzar de nuevo el estudio 
seleccionando a machos portadores Cre como progenitores. 
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Las tinciones de mama completa de hembras vírgenes de 7 semanas de 
edad revelaron que el epitelio de las hembras tgAIB1 presentaba mayor 
elongación ductal y mayor número de ramificaciones que el de las GM silvestres, 
tal y como se había observado previamente en nuestro modelo animal (Avivar et 
al. 2006). La glándula mamaria deficiente en IGF-IR mostró un crecimiento 
reducido, con menor elongación y ramificación ductal. Estos hallazgos coinciden 
con los observados en distintos trabajos en los que se delecionaba en la GM IGF-I 
o IGF-IR (Bonnette and Hadsell 2001; Loladze et al. 2006; Richards et al. 2004). 
La GM IGF-IRGMKO/tgAIB1, a diferencia de la GM IGF-IRGMKO, había recuperado el 
crecimiento ductal asemejándose más a la morfología de la GM tgAIB1. Este 
resultado apoya a que AIB1 promueve la hiperplasia mamaria independientemente 
de IGF-IR. Una posibilidad es que la sobreexpresión de IGF-I debida a AIB1 active 
al receptor de insulina (IR) para promover la proliferación de la célula epitelial de 
un modo autocrino. Sin embargo, es poco probable que este mecanismo explique 
el fenotipo de la GM tgAIB1, ya que en condiciones fisiológicas la afinidad de IGF-I 
por IR es 1/100 de la afinidad de IGF-I por IGF-IR (Annunziata, Granata, Ghigo 
2011). Alternativamente, la sobreexpresión de AIB1 puede estar activando otras 
rutas como la de VEGFR2 o la de HER2 para aumentar la proliferación epitelial. 
En sentido, nuestros resultados revelan que los ratones transgénicos de AIB1 
tienen mayor actividad del promotor de VEGFR2 y mayor expresión a nivel de 
mRNA de VEGFR1 y VEGFR2. Ambos receptores se han relacionado con la 
proliferación y supervivencia de células de cáncer de mama (Lee et al. 2007; 
Weigand et al. 2005). Por otro lado, existe una interacción entre las rutas de la 
familia EGFR y la de IGF-IR (Jin and Esteva 2008). Adicionalmente, el 
heterodímero formado por los receptores HER2/HER3 juega un papel crítico en la 
activación de la ruta PI3K/AKT en neoplasia mamaria humana (Holbro et al. 2003) 
y murina (Fereshteh et al. 2008; Siegel et al. 1999). 
A las 11 semanas de edad no se observaron diferencias en la elongación 
ductal, ya que los ductos en los 4 genotipos habían alcanzado prácticamente el 
extremo dorsal del estroma. En la GM IGF-IRGMKO esto es debido probablemente a 
la acción proliferativa de los sucesivos ciclos estrales. Esto ha sido observado 
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también en ratones con una deleción específica en la GM de FGFR2 (Lu et al. 
2008). Sin embargo, sí que se observaron diferencias en el rellenado del estroma. 
La mama tgAIB1 presentaba mayor densidad de ductos. La GM IGF-IRGMKO tenía 
un estroma más despoblado y al igual que ocurría a las 7 semanas, la GM       
IGF-IRGMKO/tgAIB1 presentaba un desarrollo mayor, parecido al de la GM tgAIB1. 
La medida de la penetración ductal relativa reveló que, aunque a las 7 
semanas la GM IGF-IRGMKO/tgAIB1 no había crecido tanto como la WT, a las 11 
semanas se había recuperado la penetración ductal superando el valor obtenido 
en la mama WT. Estos resultados sugieren que la influencia de AIB1 en la 
elongación ductal continúa más allá del inicio de la pubertad. 
La cuantificación del porcentaje de ocupación epitelio/estroma y del 
número de ramificaciones revelaron que la sobreexpresión de AIB1 promueve el 
incremento del desarrollo ductal en todas sus dimensiones, siendo este aumento 
independiente de IGF-IR (Senoret et al. 2012).    
En secciones de tejido, las mamas de ratones WT mostraban una tinción 
débil para IGF-IR, por lo que en ratones IGF-IRGMKO la distinción entre células 
positivas y células deficientes en IGF-IR era dificultosa. Una posible explicación 
para esta señal débil sería que normalmente las inmunodetecciones de IGF-IR 
suelen hacerse en tejidos que sobreexpresan el receptor, como tumores o mamas 
derivadas de ratones transgénicos para IGF-IR (Jones et al. 2007). A pesar de no 
haber conseguido un doble marcaje Cre/IGF-IR, el patrón de señales obtenido con 
el anticuerpo anti-IGF-IR demostraba que existía mosaicismo en la deleción de 
IGF-IR, como se había descrito anteriormente (Lu et al. 2008; Wagner et al. 2001). 
La detección y cuantificación del marcador de proliferación PCNA en las secciones 
de tejido, confirmó que la sobreexpresión de AIB1 en la GM de ratones IGF-IRGMKO 
producía un rescate de la proliferación independiente de IGF-IR.  
Obtuvimos cultivos primarios de células epiteliales mamarias (MMECs). 
Comprobamos que los cultivos expresaban los transgenes descritos en el modelo 
animal mediante el análisis del RNA. Esto es particularmente interesante en el 
transgén Cre, ya que se ha descrito que no siempre coincide lo observado a nivel 
de genotipado con la expresión posterior de la recombinasa. Es decir, puede ser 
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que la PCR con DNA genómico resulte positiva para Cre, pero luego no se detecte 
expresión de mRNA o de proteína (Schulz et al. 2007). Esto hace necesario la 
cantidad de comprobaciones que hemos realizado en este trabajo: a nivel 
genómico, a nivel de mRNA y a nivel proteico respecto a Cre, y también respecto 
al gen diana que queremos eliminar, en nuestro caso IGF-IR. Por ello, para 
controlar meticulosamente la deleción de IGF-IR hemos empleado diversas 
aproximaciones: una pareja de cebadores diseñados para DNA genómico (los 
utilizados en la PCR anteriormente descrita) (Kloting et al. 2008), otra pareja de 
cebadores que detectan la deleción del exón 3 en el mRNA de Igf1r, mostrando 
una banda de menor tamaño que la del Igf1r íntegro (los que hemos utilizado en 
los cultivos MMECs) y la detección de la proteína IGF-IR en tejido y en MMECs. El 
análisis del ciclo celular de estos cultivos confirmó lo que habíamos observado a 
nivel morfológico: las mamas deficientes en IGF-IR presentan mayor porcentaje de 
células en fase G0/G1 y menor fase G2/M. En cambio la sobreexpresión de AIB1 
revierte este fenómeno, alcanzando el cultivo IGF-IRGMKO/tgAIB1 niveles 
proliferativos similares a los del cultivo WT. 
En un cultivo primario de células epiteliales de mama humanas (HMEC), el 
silenciamiento de IGF-IR provocó una detención del ciclo celular en la fase G2. 
Esto es compatible con un estudio previo que describió a IGF-I como mediador 
crítico en la progresión de G2 (Adesanya et al. 1999). La sobreexpresión de AIB1 
en estos cultivos reactivó la entrada en el ciclo celular y la proliferación, como se 
demostró por los niveles elevados de PCNA y p-AKT y por el mayor índice 
proliferativo de las células IGF-IRGMKO/tgAIB1 obtenido en un ensayo MTT. 
Estos resultados confirman en una línea celular humana lo observado en 
los ratones: la proliferación e hiperplasia mamaria inducida por la sobreexpresión 
de AIB1 no requiere necesariamente la señalización a través de IGF-IR, pueden 
existir otras rutas que participen en los efectos de AIB1 en la glándula mamaria. 
Como coactivador transcripcional, AIB1 puede promover la expresión de 
ciclina D1 activando la transcripción mediada por el receptor de estrógenos y E2F1 
(Louie et al. 2004; Planas-Silva et al. 2001), así como la expresión de genes 
importantes para la iniciación de la replicación del DNA (Louie et al. 2006). Estas 
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dianas moleculares de AIB1 pueden explicar su papel en la proliferación celular 
independientemente de IGF-I. Por otro lado, la prevención de apoptosis podría ser 
otro mecanismo por el cual se favorece la hiperplasia mamaria observada en los 
ratones tgAIB1. Numerosos estudios han demostrado que AIB1 cumple un papel 
crucial no solo en el crecimiento y la proliferación celular sino también como 
modulador negativo de la apoptosis. De hecho, la eliminación de AIB1 provoca un 
aumento significativo de la apoptosis (Colo et al. 2007; Torres-Arzayus et al. 
2004). Recientemente, en nuestro grupo se ha descrito que AIB1 suprime la 
expresión del factor proapoptótico DRO1 (Ferragud et al. 2011), un gen supresor 
de tumores también reprimido por otros oncogenes (Bommer et al. 2005). De este 
modo, DRO1 y la señalización de IGF-IR podrán representar dos rutas inducidas 
por AIB1 importantes en la inhibición de apoptosis, pero independientes de la 
proliferación inducida por AIB1. Por otro lado, se sabe que en el remodelado que 
ocurre en la GM durante el ciclo estral y durante las fases de ramificación ductal e 
involución, se dan fenómenos de proliferación y de apoptosis. La remodelación es 
orquestada por cambios en la expresión de metaloproteasas como MMP9 y 
MMP13 y de inhibidores de metaloproteasas como TIMP3 y TIMP4 (Fata, 
Chaudhary, Khokha 2001). Las metaloproteasas (MMPs) muestran un papel muy 
importante en el remodelado de la GM, ya que son capaces de degradar la matriz 
extracelular, la cual es un componente estructural principal en el estroma mamario. 
Las bifurcaciones de las yemas terminales (TEBs) y la ramificación lateral son dos 
procesos en los que participan las metaloproteasas. La biodisponibilidad de VEGF 
también está mediada por la actividad de las metaloproteasas (Bergers et al. 
2000). La remodelación del tejido mamario es la suma de un balance entre 
señales de supervivencia/muerte o de señales pro/antiinflamatorias. Las 
metaloproteasas tienen la capacidad de orquestar estas interacciones entre 
epitelio y estroma y son la base del programa de remodelado mamario. Esto 
puede ser interesante ya que se ha visto que AIB1 regula la transcripción de varias 
MMPs y quizá este podría ser un mecanismo por el que AIB1 promueve 
hiperplasia (Goel and Janknecht 2004; Li et al. 2008; Long et al. 2012; Qin et al. 
2008; Yan et al. 2008). Otro mecanismo regulador para AIB1 es su redistribución 
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subcelular. En nuestro grupo se ha encontrado que el transporte nuclear de AIB1 
se ha correlacionado con la progresión del ciclo celular en células no cancerosas 
(Avivar et al. 2006), pero la distribución  se ha visto que está alterada en células de 
cáncer de mama (Ferrero et al. 2008). Este tráfico subcelular es dependiente de 
IKK e importina α3 (Park et al. 2005; Wu et al. 2002), de este modo constituyendo 
otro potencial mecanismo para la regulación de AIB1 independiente de IGF-I.  
Estudios en profundidad son necesarios para identificar las rutas que son 
requeridas para la hiperplasia inducida por AIB1 y la posterior progresión al 
crecimiento canceroso, lo que debería ayudar a predecir el pronóstico de los 
tumores de mama y podría constituir potenciales dianas terapéuticas para mejorar 
el diagnóstico y la terapia en cáncer de mama.  
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1. La deleción de IGF-IR se produjo de manera significativa en el epitelio 
mamario como para ver un efecto fenotípico claro, pese a que los ratones 
transgénicos MMTV-Cre presentaron un patrón de expresión en mosaico. 
2. La sobreexpresión moderada de AIB1 en la glándula mamaria de hembras 
vírgenes de 7 y 11 semanas de edad, produjo un mayor crecimiento ductal y 
ramificación lateral. La eliminación de IGF-IR en el epitelio mamario resultó 
en menor elongación ductal y menor número de ramificaciones, fenotipo que 
fue rescatado por la sobreexpresión de AIB1. Este resultado apoya el que la 
hiperplasia mamaria promovida por AIB1 no depende exclusivamente de la 
señalización de IGF-I. 
3. La sobreexpresión de AIB1 en cultivos primarios de células epiteliales de 
glándulas mamarias murinas produjo un aumento de la proliferación celular, 
incluso en células deficientes en IGF-IR, apoyando el efecto proliferativo de 
AIB1 de modo independiente de IGF-I.  
4. El silenciamiento de la expresión de IGF-IR en cultivo primario de células 
epiteliales de mama humana resultó en la acumulación de células en la fase 
G2 del ciclo celular. La sobreexpresión de AIB1 en estos cultivos reactivó su 
entrada en el ciclo celular aumentando la proliferación celular. 
5. La sobreexpresión de AIB1 en cultivo primario de células epiteliales de 
mama humana previamente silenciadas en la expresión de IGF-IR provocó 
el aumento de la fosforilación de AKT y la expresión de PCNA, indicadores 
de mayor supervivencia y proliferación celular. 
6. La sobreexpresión moderada de AIB1 en la glándula mamaria activó el 
promotor de VEGFR2 en hembras vírgenes de 4 y 7 semanas de edad, 
apoyando la mayor proliferación observada en el epitelio y sugiriendo una 
posible activación paracrina de angiogénesis en el endotelio colindante. 
7. La sobreexpresión de AIB1 activó al promotor de VEGFR2 en un ensayo in 
vitro con lisados proteicos de glándulas mamarias de ratones vírgenes de 4 
y 7 semanas de edad, corroborando el estudio in vivo.  
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8. La sobreexpresión de AIB1 en la glándula mamaria aumentó los niveles de 
expresión de dos de los genes más importantes implicados en proliferación 
y angiogénesis, VEGFR1 y VEGFR2, tanto a las 4 como a las 7 semanas de 
edad.  
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